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REBUMD

Devido aos resultados conflitantes e indefinigBes ainda
exiastentes quanto 3 metodologia adequada para determinagio da
composig3o de carotenbides & valor de vitamina 4 de frutas e

vegetais,s as etapas mais polémicas do procedimento analitico foram

estudadas.

A eficiBnrcia de quatro solventes comuns de extraglo
$pi avaliada utilizando couve como amostra. #As amosiras extraldas
com acetona apresentaram teores levemente superiores as extraidas
cam éter de petrbleo—acetona e hexana-acetona em termos de G-
carotenc e significativamente maiores em termos de luteina. A
extrag¥o com metancl dificultou a posterior transferéncia dos
pigmentos para éter de petrbleo, causando veduglo significativa
especialmente de luteina. 0 efeito de agentes antioxidantes (BHT e
pirogaiol) e neutralizante (MgCO;) também foi investigado. Nenhuma
diferenga significativa foli observada nos conteGdos de g-caraoteno
e luteins, embora da Gltima ligeiramente maior, como consequéncia
da adi¢l3n destes agentes.

Beis procedimentos de saponificagiio Fforam avaliados
utilizando como amostras dois carotenbides sintéticos ( ﬁ~3po—8'—
carotenal e [B-carotenn) e duas amostras alimentlcias {(couve e ma-
mic). Saponificages 35 quente causaram perdas maiores e formagdo

de g¢is e epoxi carotenbdides. A degradasgSo foi agravada pelo

vii



contato mais direto entre os carotendides e o alcali. o
procedimento da  ADAC que envolve saponificagio na presenga de
acetona levou 3 completa transformaglio do A-apo-B'-carotenal a
citranaxantina. A etapa de saponificagfo mostrou ser desnecessaria
Pars couves ®mas foi indispensével para gbter uma boa separagdo
dos carotendides de mamBo. Saponificaglo dos carotendides dissol-
vidos em éter de petrbleoc com adigBo de igual volume de soluglo
metantdltica de KOH 1@%, por uma noite & temperatura ambiente hidro-
lisou completamente os ésteres de carptencis € apresentou melhor
retenglo dos pigmentos.
0 métado da AGAC para determinagdo do valor de vitamina
A mostrou ser inadequado por varias razdes! 1l-o volume do solvente
de extrag3o & fixe} E-carotendides menos ativos ou inativos slo
igualmente quantificados como fB-carotenoi 3~ carotendides ativos
podem ser desconsiderados. Quando comparado com o método de Rodri-
guez ot al. (1976a) simplificados o métode da AOAL apresentou  um
valor ligeiramente menor para a couve, aparentemente decorrente da
quant idade insuficiente do solvente de extraglo, e para o mamio,
uma superestimagio de 131% devido ao cBmputo do J-carcteno, J.é-
monospoxi- B ~criptoxantina e parte da g -criptoxantina como sendo
B ~carotenc. O método de Rodriguez et ml. simplificade além de ser
versatil e considerar apenas os carotendides aRtivos com suas vres-
partivas atividades, apresentou repetibilidade comparavel aos meé-
todos gque empregam a CLAE.

A composicgSo completa de carotendides e valor de vitami-

vitil



na & de mamBo e cajd foram determinadas utilizando o método de
Rodrigue? et al. (19746a). No mamio, as diferengas entre cultivares
e influbncia da regifo de cultivo também foram investigadas. HNove
carotentdides foram identificados no mam3o: A~-carotenocsy J-caro-
tenos p-zeacarotenn, #-carotenos S;dé-moncepoxi- g-=criptoxantina,
A-criptosxantina, anteraxantina, criptoflavina e licoeeno. g a2~
zeacaroteno e criptoflavina foram detectadoes apenas na cultivar
Comum, enquanto o F~raroteng sb& foi encontrado na cultivar
Splo. Foi observado nos mambes de polpa amarela (Comum) a ausén~—
riz total do licopeno, gue nos mambes de polpa vermelha (Solo,
Formosa e Tail@ndia) & o carotenbide principal. Também a antera-
xantina ftoi encontrada somente nos mamdes de polpa vermelha., Os
mambes “Formosa” cultivados na Bahia apresentaram, com excegldo do
5, 6-monoepoxi~ A ~criptoxantina, teores maiores de carotenbides,
especialmente de g -—caroteno, que acarretou um valor de vitamina
A marcantemente superior que os produzidos em S8o Paulo. Os valo-
res médios de vitamina A foram de 1.934, 1.377, 1.199, 1.118 e 988
Hi1/190g para as cultivares Formosa (Bahiajis Tailéndia, Solos Comum
e Formosa (S%o Paulo) respectivamente, sendo 05 printcipais caro-
tendides precursores o [ -carotens e a A-criptoxantina.
No caja foram identificados sete carotendides? o “CRYO™
Leno, A ~carotenc, Y -caroctencs zeinoMantinas A-criptoxantina,
criptoflavina e luteina. A A-criptoxantina foi o carotenoide
principal e o que mais contribuiu no valor de vitamina A. A re-

mogio da casca causou uma redugdo de 2BY% no valor de vitamina A,

ix



BUMMARY

Due to conflicting results and lack of definitions stiltl
existing in terms of the adequate metodology for determination of
carotenoids and vitamin A value of fruits and vegetabless the more
controversial steps of the analuytical procedure were studied.
Utilizins kale as test material, the efficiency of common
extracting solvents was assessed. Samples exiracted with acetone
were slightly kigher than those extracted with mixtures of hexane-
acetone and petroleum ether—-acetone in terms of S ~carotene and
significantly higher in terme of lutein. Extraction with methanol
made the posterior transfer of the pigments to petroleum ether
more difficult, causing significant reduction especially of
lutein., The effect of anfiaxidant (BHTY and pyrogallol) and
neutraltizing (MgCl, ) agents was also investipated. MNo significant
difference was observed in both B -carotensg and lutein, although
the latter was slightly hioshers as a consequence of the addition
of these agents.

Sik saponification procedures wers assesseds utilizing
25 test materials two sunthetic carotenoids { fﬂwapo--sf -carogtenal
and g ~carotene) and two food samples (kale and papayal). Hot
saponification resulted in greater logses and formation of ¢gis and

gpoxy carotenoids. The degradation was agravated by more direct

contact between the carotenoids and the alkali. The AQ&C



procedure, which involves saponification in the presence of
acetoney, led to complete transformation of ﬁ—apa-8‘~caratenal to
titranaxanthin. OSaponification was found unnecessary for kale but
was indispensable for good sepavation of papada carotenoids,
Saponification of the carotenoids dissolved in petroleum sther
with equal volume of 10X wmethanolic KOH overnight at room
temperature completely hydrolyzed the carotenol esters and
presented better pigment retention.

The ADAC method for the determination of the vitamin A
value proved inadequate for various reasons: i-~the volume of the
gxtracting solvent is fixed: 2-less active or inactive carotencids
are egqually quantified as p-carotenei and 3~active carotenoids
can to be disregarded. When compared with the method of Rodriguez
@t al. (1974a) simplifiedy the ADAL wmethod presented slightly
lower value for kale, apparently due to the insufficient amount of
extracting solvent useds and an overestimation of 131¥% for papaya,
duge to the inclusion of J-carotene, S,é-monoepoxy- B -cryptoxanthin
and part of pA-~cryptoxanthin as 3 -carotene. The Rodriguez et al.
method, aside from being versatile and considers only the active
carotenoids with their respective activities, presented
repeatability compavrable with HPLC methods.

The complete carotenocid composition and vitamin A wvalue
of papada and "caji” were determined utilizing the Rodrigusz st
2. (19745) method. In papayss cultivar differences and geograshic

effects were also investigated:. Nine carotencids were identified

®i



in papaya:! [ ~carotene, I ~carotene, 3 -zeacarotene, ¥ -carotene,
Ssé-monoepony- B -cryuptoxanthing 2 -—crypfoxanthin, antheraxkanthing,
cryptofiavin and lucopene. /3 -Zeacarotene and cryptoflavin were
detected oniy in the Common cultivar, while #-caratene was
encountered only in the Solo cultivar., Lucopeney the principall
pigment of the red-fleshed papasas (Solos Formosa and Taildndials
was inexistent in the geliow—fleshed papaya (Common) .
Antheraxanthin was also oniy encounteredin the rad-fleshed
papayas. The Formosa papayas cultivated in Hahia presented, except
for Sié~monoeroxy- B ~cryptoxanthin, higher levels of
carotenoids. especialiy of B-carotenes resulting in a vitamin &
value markedly superior than that of the Formosa papadas produced
in S%0 Paulo. The average vitamin A values obtained were 1.934,
1,377, 1,199, 1.118 and 988 UI/18@g for the papaya cultivars For-
mosa (Bahia), Tail8ndia, Solo, Common and Formosa (530 Paulo).
respectively., the principal carotencid pracursors being -
carotene and B ~cryptoxanthin.

In “cajd”, seven carotenoids were identified: < -
carotene, B-carotene, J -carotene, zeinoxanthin, A-cryptoxanthin,
cryptoflavin and lutein. A ~Cryptoxanthin was the principal
carotenoid and that which contributed most te the vitamin A value.

The removal of the peel caused 3 reduction of 28% in the vitamin A

value.
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i. INTRODUQAD

0s carotentides constituem uma classe de pigmentos gue
sempre despertou o interesse de pesquisadores de diversas dreas
devido &g varias fungfes que 1he sfo atribuidas. Em alimentss, a
sua atuagdo como corantes naturais e precursores de vitamina A s3o
bem reconhecidas. HNos ditimos anoss esses compostos voltaram a
poupar um lugar de destaque devido aos estudos demonstrando que
mesmoc aqueles que ndo apresentam atividade vitaminica A; exercem
agdo inibidara de determinados tipas de ciBncer e protetors das
mucosas contra dlceras gastricas (Moszik #t al.:, 19837 Ong e
Chutil, 19833 Colditz et al., 19855 Mathews—Roth,y; 19855 Bendich,
198%ai Ziegler, 198%3 Krinsky,1¥89),. Assimy o consumo de alimentos
ricos em carotendides vem sendo recomendade (Bendich, 198%) e a
import3ncia da determinagBo da composig8o completa estd finalmen-
te, comegando a ser reconhecida. Do ponto de vista tecnoldgico, a
componceigio completa & também importante, uma vez gue a cor dos
alimentos g a sua retengdo durante o processamenta,; dependem do
tipo € <aquantidade dos pigmentos presentes (Padula ¢ Rodriguez-
Amayas 19873 Godoy ¢ Rodriguez-Amaya. 1987,

Apesar dos carotendides serem objieto de intenso estudo
ja por muitos anns, existem ainda na literatura divergéncias
guante 3 metodologia adequada para determinzagfo de carotendides e
valor de wvitamina A de frutas e vegetais ¢ as composigles de

carotendides e valores de vitamina & reportados sfio conflitantes



g muitas vezes pouco confiaveis.

A principal dificuldade encontrada para se fiwxar um
método 4aeral que seja adequado para todos oe tipos de amostrass
raside na existéncia natural de um grande ndmero de carotendides e
na forma diversificada com que rles se encontram distribuidos nas
varias amostras. Um outro problema & a sua suceptibilidade a
degradagdo. Portanto, para execuglo dos diversos passos da andli-
%82 & necessario encontrar meios que permitam alcangar os objeti-
vos de cada etapa, resguardando ao mesme tempo 3 intearidade dos
carptendides.

Embora a natureza brasileira oferega uma varisdade de
frutas e hortaligas ricas em carotenbdides, a identificagSo e
quantificagio adequada desses pigmentos iniciou-se somente & par-
tir de 1980 com a determinaglo da composiglo de carsctendides e
valor de vitamina A do cajd e maracuja (Cecchi & Rodriguez~-Amaya,
1981 a,b), Uesde ent3ac foram determinadas as composigBes completas
de carotenbides do tomate mineiro (Rodriguez-amaya et al., 1983),
goiaba (Padula e Rodriguez-Amaga, 1986), wmandioquinbhz (Almeida e
Penteado, 1987a),; tomate (Tavares e Rodriguez-Amaua. 1988), manga
{Godoy e Rodriguez~Amaya, 1988), cucurbiticess e moranga (Arima e
Rodriguez—Amaya, 1988a.:b? e hortaligas nativas {(Mercadante € Re-
driguez~Amadas 1988 e de provitaminas de cenoura {Almeida e
Penteados 1987) e vegetais folhosos (Ramos e Rodriguez-Amava,

i987}). As composig¢ies do mamio e rajd ainda n3oc foram estudadas.



g presente trabalho teve portanto, como osbjstivost $-
avalliar as etapas mais polémicas do procedimento analifico para
determinagio de carotendides: extragio e saponificaglo; 2~ avaliar
o método ds ADAC utilizado para determinagSo do vailor de vitamina
it 3- avaliar o método de Rodriguez gt a)l. (1974a) simplificado
pava determinaglo de provitamina A3 4- detarminay 3 composiglo de
carotenbides 2 valor de vitamina A do mam3oy verificando as dife-
rengas entre cultivares e influ8ncia da regifo de cultivo e §- de-

terminar a3 composigBo de caroctenbides e valor de vitamina @& do

caja.



E. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os carotendidess na sua maioria, possuem uma estrutura
bdsica de 40 carbonos, Formada por oito unidades de isopreno
(CcHg) unidas por ligagdes tipo "cabega-cauda’, com exceg3o da po-
5ig80 central onde a ligaglo ¢ do tipo "cauda-cauda”. Esta estru-
tura aciclica pode ser modificada por hidrogenag8o, dehidrogenagio
ticlizagdos hidrowilagio ou oxidaglos dando origem aos mais de S689
diferentes carontenbdides ate hoje conhecidos.

0 grande ndmero de ligagfes duplas conjugadas responsi-
vels pela caracteristica croméfora do pigmento, tornam-ns so mesmo
tempo basiante suceptiveis & isomerizaglc e oxidagio. 830,
portanto; especialmente sensiveis & luz, calors oxigénio, dcidos e
alguns deles ap dlicaliy condigdes aue devem ser evitadas duvrante

25 analises {(Davies,y, 1976 ¢ Lisaen-Jensen, 19715,

.4, Métondos snaliticos pars deterninagio de carotendides

s métodos analiticos para determinagio de carotendides
geraimente evolvem as etapas de extragldo, saponificagdos separagio

cromatograficay identificagio e quantificagio.



Bedol. Etsps da extragio

Considerando a alta porcentagem de idgus contida nas
amostras frescas e a lipossolubilidade da maioria dos carote-
néides, o3 s&olventes mais adequados para a etapa de extraglo sfn
os solventes orgénicos misciveis em 4dguas tais como acetona,
etanol ou metanol (Davies, 1974},

Além destes, 4dlcool isopropllico. misturas de hexana ou
é¢ter de petrdHlec e acetona em diversas proporsBesy mistura de éter
de petroleo e isopropancl (1:3) e mistura de dicloroetano & meta-
nol (131} também ji foram empregados.

Edwards e Lee (19B4) relataram gue as diferengas encon-
tradas nos conteldos de carotendides totaiss bem como de carote-
nos, carotendides monohidronilados e polikidroxilados de amostras
de cenoura fresca extraidas com acetona e com metanolsy nfa foram
significativas. Para amostras de ervilhas frescas, resultados
semelhantes foram relatados cvom exceglo do conteddo de carotenos,
gue foi significativamente maior nas amostras extraidas com
maetanol.

Com a introdug@o do CLAE {(cromatdgrafia ligquida de alta
eficiéneia) para a separagio de carotendides, o tetrahidrofurano
também passou a ser utilizade. De acordo com Khachik et al.
{19843, este & o mais adequado para extragio dos pigmentos de
vegetaiss ndo s6 pela facilidade com que solubilizam as carote-

ndides e clorefilass mas também pelo seu poder de desnaturar =as



proteinas complexadas com os carotendides; prevenindo a formagdo
de emulsdo. Porém. na extragiieo de carotendides e clorofilas de ve-
getails verdesy 0s autores ni3o observaram nenhuma diferenga signi-
ficativa entre as composigBes quali e guantitativa de amostras
extraidas com tetrahidrofuranos mistura de &ter de petréleo e

acetona bou mistura de éter etilico £ metanoct.

Com o objetivo de prevenir a perda de carotentdides por
oxidaglo durante as andlises, a adiglio de agentes antioxidantes &
recomendada por Davies (1974) e tem sido utilizada por alguns
pesauisadores (Gross et al.: 19743 Reeder e Park, 19753 Noga e
Lenz, 1983 , Speek ot al., i9846). 0 efeito dp adi¢lo de pirogalol
no conteddo de carotendides de amostras de srvilhas frescas ex-
traidas com acetona foi avaliado por Edwards ¢ Lee (i984). Unm
aumento significativo de 3,23 para 15,82 ug/a no conteddo total de
carotenos foi relatados mas estranhamente,. o conteldo de £ -
carotenc ndoc foi determinado e nenhuma diferenga foi detectada nes
putros carotenos como consequéncia da presenga de pirocgalol.

De acordo com Guackenbush e Smallidge {(1984&) a adig3o de
antioxidantes deve ser feita com cautela, pois 2 maioria das
frutas ¢ wvegetais contém antioxidantes naturais e a presenga de
antioxidantes em quantidades excessivas podem promover a autoxi-
dag8o dos carotendides.

0 uso de agentes neutralizantes na etapa de extragio
recomendada para neutralizar os dcidos que podem ser liberados

durante a trituragdo da amostray faz parte do método da ADAD e ja



foi utilizado por varios autoress; em laranja (Curly 19423 SBtewart
e Wheaton, 197335 Stewarts 19773 e Noga ¢ Lenz, {9B3), em caqui
(Curl, 19460 e Philip e Chen, 1988), em frutas e vegetais (Bushway
e Wilsons, 19823 Bushways 1985 e Bureau e Bushway, i983) ¢ em
vegetais verdes (Khachik at #l.s 1984). Por ocutro lados Schwartz e
Patroni~Killam (19B5) n8o detectaram a presenga de isfmeros ciz em
solugles de B-carotenc em éter de petrbdlec incubados com solug3o
tampdo na faixa de pH de { a 7y indicando gue a acidez dos vege-

tais n8c causava isomerizagio deste carotenside.

B.i.B. Ssponidticagio

A saponificagldo & realizada com o objetive de hidrolisar
oz esteres de carotennis e remover as clorofilas e lipideos inde-
sejavelisys que podem interferir na separagdo cromatografica dos
carotendides.

A técnita consiste basicamente de adigSo de uma soluglo
de KOH em metanol ou dgum ao extrato de pigmentos em éter de
petréleon (ou hexana) ou etancls respectivamente, seguida de perma-
néncia da mistura, em repousos & temperatura ambiente ou em banho
gquente.

Apesar das diversas formas (diferentes concentragles de
KOHy tempo e temperatura) empregadas. poucos estudos foram veali-

zados para avaliar o mérito destes procedimentos, e opinifies



divergentes s3o citadas com relag8o & ocorréncia ocu nfpo de perdas
de carotendides como consesuéncia da saponificagio.

Barangyai #t al. (i982) observaram que a saponificagfo do
extrato de paprica natural dissolvida em 5@ mil de éter de petré-
ieo, realizeda com 5 ml de solusfo metandlica de KOH 30% 3 tempe-
ratura ambiente por 16 horas, n3o causou reduglo nos conteddos de
carntendides.

Também Bushway e Wilson (19B2) nSo encontraram diferen-
gas nos conteddos de w- ¢ A-caroteno entre amostras saponitica-
das & ndo saponificadas {(condigBes nio especificadas) de cenpuras
arandoss batata e "fiddlehead greens”.

Schwartz e Patroni-Killam (41983) num estudo sobrs
detecgdo de isbmeros gis-trang de <~ e F-caroteno através de
CLAE, avaliaram 3 influénecia da saponificaglo realizada com adigi3o
de 12,5 ml de solugBo saturada de KOH em metanol, & amostra dis-
solvida em 3¢ ml de hexanas durante 39 minutos & temperatura ambi-
ente. Nenhuma diferenga no nlmero de isfmeros foi detectada pelos
avtores.

&0 contrario desses autoress Khachik #t al. (19B&) en-
contraram perdas significativas nos conteldos de carotenbides de
brécolis durante a saponificag3o do extrato etéreo dos pigmentos
com solugdo metandlica de KOH 30%, durante 3 horas & temperatura
ambiente. As perdas observadas foram de 6% de f-carotenc e gis- 8-

raroteng,y, 37% de luteina, 70% de epoxi-luteina, S546% de violamagnti-

na e B4¥ de neoxantina.



A ineficiénecia da saponificagio & frio por uma noite
para hidrolisar os carotendides esterificados ¢ citada por Davies
(1976}, baseando-se nos trabalhos realizados por Quackenbush e
Miller (1972) e Quackenbush (1973}, No entanto, o procedimenta
grvoneamente chamado de “saponificaglo & frio por uma noite” por
Quackenbush op. cit, envolve na verdade extragSo com solvente

hexana-acetona~etanol-tolueno (1@:7:4:7) por uma noite ¢ saponifi-

caglo por apenas 1 hora.

B:1:3. Separago cromatégrafics

0z meétodos para determinagio de carotendides podem ser
divididos, segundo a técnica de separagio; basicamente em 3 tipos:
0% que utilizam cromatografias em camada delgada (CEDY, cromatogra-

fia em coluna aberta (CCA) e cromatografias liquida de alts efici-

Bncia (LLAEHY,

B.1.3.4. Cromatografia em camada delgada

Apesar de ter sido muito utilizada para separagio de
carotendides de microrganismos e algas (Tagylar, 1983}, = cromato-
grafia em camada delgada (CCD) foi pouco utilizada parz andlise

quantitativa de frutas e vegetais.



Varios adsorventes podem ser utilizados, sendo 0s mais
comuns silicalgel, g0, A1,0, e Ca(OH), ou misturas destes. Para o
desenvolvimento dos cromatogramas j& foram usados éter de oetrdleo
ou hexana puros ou combinados com éter etilicoe benzeno ou aceto-
nas =além de outros sclventes mais polares como os Alconis. A
gscolha do sistema adegquado de adsorvente-solvente depende do tipo
de carotendides que estlo sendo separados.

Em 197%i, OGross et al. conseguiram iscolar mais de 3@
carotenbdides de laranja através de CCD apbds uma separagdo prelimi-~
nar em ¢oluna de MgOihiflosupercel (1:11). Para isto, foram utili-
zadas combinagles de 4 fases estaciondrias (Ca(OH), ~silica gel G,
4215 Cal0OH), ~Maly 1143 A1, 0, e silica gel €) com B fases mbveis
(éter de petrbdleoi 2% de benzeno em éter de petrolens 3, 355 28 e
49% de acetona em &ter de petroleoi éter de petréleolacetato de
etilalisopropancl, 95:11€:i5: e cloreto de metilalacetatn de etila,
Bg:2¢. Posteriormente, o0s mesmds autores isolaram 26 carotendides
da palpa de abacate (i972) & num estudo sobre caroienbides de
polpas casca € folha de abacate , conseguiram isclar 29 componen-
tes {(1973).

Utilizando placa de celulose, Rahman e Buckle (19B80)
separaram 23 carctendides de piment¥o no estadioco maduro. Os
solventes empregados Fforam misturas de acetona e n-propancl ou
benzeno, acetona e clorofédrmio em éter de peitréleos n-propanol em

hexana.

Apesar de ser muito dt il para identificagio,

ia



especialmente no acompanhamento de reagdes quimicas dos carote-
ndides (Taylor, 1983),; a CCD tem sido utilizada apenas como dltime
recurso para separagido de misturas nlo conseguida por outras
técnicas. Em andlise quantitativa seu uso & limitadoy devido 3
maior possibilidade de deyradagio dos carotendides numa superficie
grande e exposta. Além disso, a aplicaglo da amostra e a remoglo

dos companentes isolados em CCD s83c operagfes trabalhosas e difi-

cies de sevem realizadas gquantitativamente.

£2¢4:.3.8. Cromatogratia em coluns aberta

Para determinag¢3o quantitativa de carotenbides, a técni-
£a mais utilizada tem sido a cromatografia em coluna aberta (CCAY.

As wvantagens da CCA em relagio a3 CCD s8on: - os carote-
nbides ficam menos expostos & luz e oxieénio, 8- o tamanho da
amostra e nimero dos carotenbides separados podem ser variados e
3~ as frag¢Bes sHo coletadas separadamente 3 medida em que saem da
cealuna.

Como em CCD varios adsorventes e solventes podem cer
utilizados, De acordo com Davies (i9748), o0& darotenos sio melhor
sepasrados em coluna de hidroxido de cdlicio ou alumina (A1, 0, mais
ativay enquanto os tarotenbides monohidroxilados s3o bhem resalvi-
dos em alumina menos ativa. Carbonato de ¢ilcio e éxido de magné-

s5io s30 adequados para separagio de carotendides de polaridade

i1



intermedidrias enquanto xantofilas mais polares requerem adsorven-
tes menos ativos como a celulose. Para os carotendides instaveis
g meio acido (como os 5,é-monoepoxidados) o uso de alumina neutra
& mais recomendado e adsorventes dcidos como silica gel devem ser
usados com cautela.

De acordo com Simpson et al. (i985), foi observado por
Tanaka et a&l. (1981) que dos adsorventes bHuido de magnésio,
alumina, microcel C e silica gels o Oxido de magnésic Foi o que
causou menor alteragdo no espectro de absorgio do p=taroieno,
enquanto a2 swsilica gel causpou o maior deslocamento hipsocrfmico.

Hidroxilag3o na posigdo 4 do anel pA-ionona foi relatado
por Rodriguez et al. (1976b) quando g-caroteno foi exposto ao
microcel C (23: 40 e 63% de conversdo com 10 20 ¢ 3¢ g de adsor-
vente, respectivamentel). Perdas de g-caroteno de 3é; 32, 30, 20,
12 & 1 % auando este foli exposto por 3@ minutos & 2@ g de alumina,
"kieselguhr”, silica gel, Mgh, celite e hiflosupercel, respectiva-
mente, também foram reportadas pelos mesmos sutores.

A mzmlioria dos pesauisadores que empregaram CCA para
separaglo dos carotendides utilizou como adsorvente mistura ativa-
da ou nd3o de MgO:ihiflosupercel na proporgdo de 111 ou 1:2 ou alu-
mina neutra. O dnico autor gue constatou degradaglio significativa
de carctendides em coluna de MgOrhiflosupercel (i:i) ativado Foi

Rouchaud et =l. (1984).,

Compo fase mbvel ovs solventes comumente utilizados sao

éter de petraledh ou hexana e gradiente de éter etilico osu  acetona
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em éter de petrédlen., De acordo com Davies {(19746)s clovoférmio tem

2100 evitado devido ao perigo de expor os carotendides & tragos de

arido.

B.4.3.3, Cromatografia liquids de alta eficiéncia

Nos Gltimos anpnss a utilizaglo da CLAE para separagioc de
carotentides vem sendo bastante pesquisadas com énfase para as
provitaminas. Até o presente momento, no entanto, nenhum trabalho
com composiglo completa de carotendides de #frutas ou vegetais foi
reportado.

Separagio de caroptencides de produtos de paprica e de
casca de laranja, conseguidas em uma Gnica 2luiglSo, Foi reportada
par Baranvai et al. (i982) e Noga e Lenz (1983), respectivamente.
Baranyai et al. utilizaram coluna de fase reverssa Cig {Nucleosil
12} e mistura de acetonasrdgus (190140 ¢ 100:5) como tase mbvel,
enquanto a combinagdo escolhida por MNoga e Lenz foi 2 colunas de
LiChrosorb RP-48 ligadas em série e eoluigiSo com gdgradiente de
metanolldgua (911) em acetona. Porém, o5 autores nio conseguiram
identificar todos os componentes e as concentragBes forasm calcula-

das baseando~se na porcentagem das aveas dos picos.
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2.4.4. Identificaglic

Embora a importincia da etapa de separasgio seja indis-
cutivel;, 2 mesma atengdo e cuidado devem ser dispensados na iden-
tificagdo dos pigmentos para se determinar corvetamente a composi~
sd0 de carotendides.

4 identificagdo pode ser consesuida pela andlise ou uso
dos sequintes pardmetros! afinidade de adsorgfo em coluna ou
ramada delgada. espectro de absorg8o, rezgles quimicas especifi-
cass espectrometria de massas ressonanciz magnética nuclear e
espectroscopia infra-vermelho (Davies, 19743,

Para a elucidaglo estrutural de carotendides desconhe-
cidose 08 analistas devem recorrer a todo o arsenal de técnicas
analiticas, particularmente 3 espectrometria de massa ¢ ressoniin-
tia magnebtica nuclear. A confirmagio da identidade de uma provita-
mina conhecidas no entanto, pode ser obtida pela combinsgiio crite-
riosa dos par8metros mais tradicionaiss comn o compoartamento cro
matpgrafico, espectro de asbsorsio e reagdes quimicas especificas

{Rodriguez—-Amavya, 1789},

2.1.%. Quantificasio

0 método padrio para determinagdo quantitativa de caro-

tendides ¢é por espectrofotometria. As sbsorbincias das solugfies
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dos pigmentos isolados contidos em volumes de solvente conhecidos
580 medidas no comprimento de onda de absorg8o maAxima e as
concentrages s30 calculadas utilizando valores de absortividade
gspecificos para cada carotenbide.

Esta técnicas facilmente aplicivel # muito utilizada nos
métodos aque fazem uso da LCA, torna—-se limitada apenas nos raros
casos de aquantificaglo de carotendides cujos valores de absortivi-
dade ainda ndo se encontram tabelados.

Noe métodos que utilizam CLAE, a quantificag8c tem sido
feita por normalizaghn, calibrag3o com padr3o wxternn ou interno.
fs diferengas no valor de absortividade e comprimento de onda de
absorgao maximo dos carptendides e a falta de estabilidade e

disponibilidade de padrfies ainda representam problemas para o

emprego desta técnica.

B.8. Métodos analiticos pars determinagio de provitaminge A

Dentre as varias fungleec desempenhadas pelos caroiendi-
dess 2 sua atividade provitaminica A & de grande importéncia
especialmente para o0s paises em desenvolvimentos, onde a defici8n-
£ia de vitamina A & considerada um #fos problemas nutricionais mais
sévrins.,

Para atuar come precursor de vitamina As 0 carotendide

deve ser dotado de um anel p-~ionona n3o substituido cam cadeia
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lateral poliénica de pelo menos 11 carbonos. Dessa forma, torna-se
gvidente que nem todos carotendides atuam como precursores de vi-
tamina .

Portanto, para se avaliar o valor de vitamina A4 de um
alimento ndo & necessario se determinar a composi¢¥o completa de
carotenbidesy mas apenas sepavar e quantificar os gue apresentam
atividade vitaminica., Deve-se lembrar no entantoy, que para se
sbter uma determinaglo correta do valor de vitamina &s © método
analitico deve possuir trés requisitos: i- separar oe carotendides
inativos interferentes, Z2- separar os carotendides ativos entre si
& 3~ separar 0% isbmeros Cis dos trans.

Inicialmente, o0s procedimentos para determinagio do
valor de vitamina A baseavam~se no conteldo total de carotendides
talculado através da absorgio no comprimento de onda do g-carocte-
nea.

Posteriormente, os valores passaram a sey calculados ba-
seando-~se na absoredo de uma fragSo chamada “caroteno total’”,
como nos métodos da AUOAC  {Association of OFfficial Analutical
Chemistsy e da COST (BEuropean Cooperation Scientific and Technolo-
gical Research}.

Considerande que nem todos carotendides apresentam ati-
vidade wvitaminica e que os ativoss além de possulrem atividades
diferentes, podem absorver em comprimento de onda diferente do -
caroteno, € evidente que estes meéetodos podem superestimar opu

subestimar o valor de vitamina A.
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No Brasil, o métpodo descrito por Rodriguez et al.
{(1976a) tem sido aproveitado para separar e quantificar todas as
provitaminas e o caAlculo de valor de wvitamina A & feita
considerando-se 3 atividade de cada uma delas.

Nos 4ltimos anos, oS pesquisadores tem se empenhado em
desenvolver métodos que aproveitem o pptencial da CLAE. No entan-

ta. esses meétodos ainda nfoc conseguem separar todos ps  carote-

nbides provitaminices.

E«B8.4. Método da ADAC

8 método 43.214 da ADALC (1984} para determinaglo de
carotenos em vegetals frescos e silagens (descrito com detalhes no
item 3.3.4.) € um dos métodos mais empregados para determinaglo do
valor de vitamina A de amostras alimenticias. Embora vantajoso
pela sua relativa simplicidade, tem sido citado como inadequado
ppr varios autores (Reeder e Parky, 19753 Simpson & Chichester,
19813 CLecchi e Rodriguez-Amayay, 198iaj Rodriguez-Amaya, 17853
Simpson 2 Tsou, 1?86 , Quackenbush e omallidge, 1986).
Em 1977, OGebhardt et &l. compararam os valores de vitamina A de
pessego determinados pelo método da ADAC e por um método envolven-

do separagdo em coluna empacotada com MgO:hiflosupercel (1:37 =
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depois com Mg(DH), :Ca(OH), (1:6) utilizando gradiente de acetona
em éter de petrolec. Na separaglo por gradiente de solvente em
coluna empacotada com Mg (OH), 1CadOH), (114), wobservaram que 1¢% de
acetona em eter de petrdleo elulas além do p-carotenoy a g3 -
criptoxantina e outros carotendides polihidroxilados, concluindo
que o mesmo deveria acontecer no métodp da ABAC., O valor de vita-
mina A encontrado foi de 2.983 UI/100a pelo método da ABAC e de
apenas 430 U1/10@g pelo método utilizando separaglico com gradiente
de solvente.

Zakaria at al, {(197%) obtiveram pelo método da ADACy um
valor de vitamina A de tomate quinze vezes maior gue o calculado
considerando apenas o ff-caroteno determinado por CLAE.

Ja Bushway e Wilson (198B2) compararam o método da ADAC
com um método utilizando CLAE que quantificava apenas ¢ =g #&-~ca-
rotenc. Observaram aque os valores de vitamina A pelec método da
AGAC  foram wmasiores para todos os produtos analisados (23.338 wvs
18.@78 UI1/10@g para cenoura, %é6 vs 12 UI/4i00g para batata, B.B3I5
ve 3.969 UI/100g para "fiddlehead greens” e 283 vs 24 UI/1093 para
arandos). Us autores alegaram aque a superestimagdo ocorria porgue
na técnica por coluna aberta, carotenbides sem atividade provita-
minica A como o licopeno e carotenbides monohidroxilados, também
eram ¢luidos da coluna e guantificados, além do método da ADAC no

distinguirem o «-do MS-carotenc, que possue apenas S3% de ativi-

dade vitaminica 4.
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2.2.8. Método da COST

No método recomendado pela COST (Brubacker at al..
1983, os carotenos sfo recolhidos numa Unica frag3o, calculados
comae fB-caroteno e expressos em mg carctenc/iddg de amostra.

0 meétodo para determinagio do valor de vitamina A de
frutas e wvegetais snvoive a extraglo dos pigmentos de 10 g de
amostra fresca com trés porgles de 50 ml de acetona. 0 extrato &
recolhido em um bal8c volumétrico de 200 ml 2 o volume completado
cam acetona.

Uma aliquota de 2@ ml ¢ colocada em um funil de separa-
¢80 e saponificada com 0,5 ml de KOH 46% e2m metanol por 38
minutoss em repouso & a temperaturs ambiente. Apéds adiglo de 32 a
42 ml de hexana ou éter de petréleoy a mistura & lavada com 3
porgles de 180 ml de dqua destilada. O volume do extrato etéres &
elevado a 100 ml ¢ uma aliquota & evaporads até a secura sob vAcuo
32 50°C (evaporador rotativo). O residuc & novamente evaporado com
gtanol para remoglo de agua residual e depois dissolvido com 3 a 5
ml de hexana ou éter de petrdlec obtendo assim o extrato
concentrada.

8 extrato concentrado € aplicado numa coluna empacotada
com Al 0, desativada e a fragdo de carotenos & eluida sem sucsfo
com hexana ou éter de petrdlec. As wantofilas devem permanecer no

topo da colunas

A quantificaglo & feita & partiv da absorbincia a 450 nm
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utilizando~se o valor de 2.590 (hexana) ou 2.600 (éter de petré-
leo? para A:fﬂ .

Pelo fato de ser um método recentes nSo existem ainda na
iiteratura trabalhos de avaliagdo do mesmo. Poréms este método
ndo considera as provitaminas além do pA-carotenc, assims também

pode levar a wvalores incorretos.

£2:2.3. Métodos aue empregam o CLAE

Huitos metodos por CLAE tem sido reportados na literatu-
ras alegando como vantagens! velocidades simplicidades reproduti-
pilidade, menor exposig8o0 & oxig8nin, luz, adsorvente & solvenie e
eficiéneia de separaglo.

A maioriaz dos métodos utilizam cnluna de fase reversa Ce
2 as fases mévels comuns sdp combinagbes de acetronitrila, clora-
foérmic, diclorometansc, tetrahidrofurano, metznol ¢ hexana usadas
isocraticamente,

Uma revisio minuciosa reunindo todos os trabalhos publi-
cados sebre determinaglo guantitativa de provitamina A por LLAE
fol feita por Rodriguez-lmaya (1989). Embora reconhecendn o grande
potencial desta técnicas a revisio demonstra que os métodos exis~
tentes nido conseguem separar {odas as provitaminas, os resultados
gquantitativos s8o incoerentes e as etapas de preparg de amostray

identificagiic ¢ quantificaglo neregsitam aprimoramento.
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2:3. Caroteanbides de« mamio

Apesar do mamdo ser muito consumido tanto no  Brasil
quanto no exterior, poucos estudos foram realizados com relaglo a
sua composigido em carotendides.

De acordo com o relato de Subbarayan e Cama (1944}, Ya-
mamoto e Tin realizaram em 1933 o primeiro trabalho sobre carote-
nbides de mamSo e isolaram um carotendide ao qual chamaram de ca-
ricaxantina. Mais tarde, em 1943, Karrer o Schlientz mostraram que
a caricaxantina se tratava da criptoxantina. Em 1949, Sadama e
Ahmed observaram a presenga de zeaxantina, criptoxantina, A-caro-
tenss neo- 3 -caroteno B e neo- A-caroteno U. Contudo., a maioria
dos carctentides n¥o foi identificada.

Mamles do tiero amarelo, variedads Bangalore da India
foram analisados por Subbarauan e Cama (1964}, O método empregado
consistiu basicamente de extrag3o com etancls acetona ¢ mistura de
éter de petrbleo-éter etilice (1211), saponificagloc sob Nz £ am
soluglo metandlica de KOH 12% a 42° C por 30 minutos sgguido de
permanéncia por 1 noite & temperatura ambiente ¢ separaglio dos
componentes por cromatografia em coluna empacotads com MgOihiflo-
supercel (1iiy e em coluna de MgQihiflosupercel (3:8) ou A1, 0,
desativado quando necessaria. (s carotendides foram identificados
pela analise do comportamento cromatografico, coeficiente de par-—
tig3o, espectro de absorg8o e reagdes quimicas especificas = suas

concentragles foram apresentadas como porcentagem do total.
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D8 autores encontraram 1% carotendides (3 nio identifi-
cados)y, sendo o pigmento principal a Ag-criptoxantinas representan-
do  48% de um total de 1,38 mg/ /108 g de polpa fresca. 0Os autores
relataram também a presengs do A-carotenn € criptoflavina em
quantidades considerdvels (29,5 e 12.,8% do total, respectivamente)
€ um grande numero de derivados eppoxidados em concentragdes wmuito
pegquenas {(Tabela 1).

Yamamoto (17464) determinou a composig8o de carotendides
de dois tipos de mamioy amarelo e vermelho, cultivados no Havai. O
métaodo empregado envolveu extraglo com quatro porglies de acetona e
uma de metanol; transferfncia para éter de petvrbleo, saponificaglo
com solugdo metandlica de KO 25% por § hora e separagio dos
pigmentos em coluna de MgDlhiflosupercel (1:2) utilizando gradien~
te de acetona em eter de petrdlen (@ 2 154} paras eluig8oc das
fragles. A identificaglo foi feita da mesma forma aue Subbarayan e
Cama e a composig¢do quantitative também foi apresentada como
porcentagem do teotal.

0 conteddo total de carntendides foi de 3:7 mg/186ég no
tipo amarelo, sendo s Z~criptoxantina o pigmento principal (387X
do total), enquanto no tipo vermelho o licopeno foi responsavel
por &3,3% de um total de 4,2 ma/i00g. A composieRo de carotenbides
para o tipo amarelo e vermelho era constituida respectivamente de:
4.8 e 4,8 X% de p-caroteno, 2448 & 5,9 % de Y-carotenoy 15,6 e 4,4
% de Gyé-monoepoxi- A -criptoxantinay 38,9 ¢ 1%;2 de g-criptoxanti-

nas V.8 e 43,59 ¥ de licopeno e 15,9 & 2,2 ¥ de mistura n¥%o

resolvida.
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TABELA 1: Composicio de carotendides de mamBo “Bangalore”.

Sl A it A ki S i T AR R ML PR WE MUS RS ARE AAS UL s e P R T S A ik ik e e e T e T TR RS TR R Y VM AR ARE ORR SN VP R U M A A i e el T AP A A

CARDTENGIDE % do TDTALY

Carotenos
fitoenp @413
fitoflueno 106
p-caroteno ) B?s 564
cis~A~carotenoc &,29
pigmento-x @509
I-carotenag 2384
f~carnteno @.12

Oricarcotendides
Jeb-monopepoxi-E~caroteno @:18
mutatocromo el
ARTOCTYOmD G.12
p-criptoxantina 4816
criptofliavina 1i2.85
vinilakantina 3442
cis~violaxantina 6,13
nao identificado-409 @43
ndo identificado-2€0 1479
anteraxkantina 2,513
crisantemaxantina @476
neaxantina I

o s T e ke P R D MY WL PTG MG WS B FEA AL A A A sk AL e e e T AT AT AN RS MRS A AL L M et ki M i UMb ke i i i e e P PR TR FAR RAA ROA AR AR M M

iConteddo total de carotendides de 1438 mg/i¢éo de polpa fresca.

Referéncia: Sulbarayan 2 Cama (1964).
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Philip & Chen (198B) determinaram por CLAE 3 composiglo
de carotendides livres e esterificados de mamBo (variedade n3o
especificada) (Tabela 2). Us pigmentos foram extraidos com metanol
com adiglo de MgCO; e mistura de acetona~éter de petrdleo (8O:Re).
A fase etérea foi lavada com dgua, concentrada e o extrato foi
separado primeiramente em coluna de Al,0, (atividade IV). &s trés
fragdes ent8o obtidas foram separadas por CLAE usando coluna de
fase reversa L,s ® metanol seguido de gradiente convexo de 39:5¢
de metanol-acetonitrila e depois gradiente linear de acetato de
gtila 100X%. As fragles foram identificadas através do espectro de
absorgdo, testes quimicos, propriedades de adsorgHo e tempo de
retengdo. Para =a quantificagfc foi usado Sudan I comp padrio
internc £ as concentragfies foram calculadas como equivalente de ~
taroteno. 0 <conteddo total de carotendides reportado foi de 25
Mg/g 2 os pigmentos principais encontrados foram pg-caroteno. B
criptoxantinas S.é-monoepoxi- 4 ~criptoxantina e ésteres da 2 -
criptoxantinag, anteraxantina e G§,46-monoepoxi- -~criptoxantinaa

correspondendo 2 2583 4333 44935 25,63 745 e BF,4 % do total,

respectivamente.
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TABELA 2t Composicio de carotendides de mamBo determinada por

CLAE.

CARDTENGIDE CONCENTRACKD (ugrgrl
Ssb-moncepoxi-g~criptoxant ina 123
A-criptoxantina 1487
nio identificado 1 @,32
nio identificado II 2545
dicrapato de anteraxantina 2,42
laurato~caprato de anteraxantina D7
caprilato de Ss4-moncepoxi-f-rriptoxantina $,80
dicrapato de anteraxantina G,78
nda identificado III QB2
caprato de Dyé~monoepoxi-g-criptoxantina 2,78
caprilato de f~criptoxanting +

mirietato-laurato de anteraxantina 1444
f-carotenno @71
laurato de 3Jsé~monoepoxi-f~criptoxanting 2.6
caprato de A-criptoxkantins 1:%3
miriatato de S;é~monoepoxi-fi-criptoxantina 1544
laurato de A~criptaoxantina 329
palmitato de S;b6~monoepoxi-p-criptoxantina 1,23
miristato de g-criptoxantina D,94
paimitato de Ss-criptorantina 9,38

e Mk bk ek Sk ek Y e . L T PTY. TEVS T T Y™ VW T TV VEE. AL ML A AL Al Akl A U kg Thor e Y. R S AL AR MMk ke ik i oy AT T VT AP T WS T AR AR, LAl AL bk iy o ey e v e T VP Al A

iCancentracﬁo aproximada reportada como equivalente de pg-rarote-

nn‘

Referéncia: Philip & Chen (1988},
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3. MATERIAL £ METODGS

3.i. Amostragen & preparo ds amostras

3.1.1. Amostras siimenticias

A aquisigdc das amostras d¢ couve foi realizada ao acaso
em quitandas de Campinas. Cada amostra foi preparada a partir de
um mago de couvey cujas folhas foram Finamente picadas 2 mistura-
das antes da retirada da amostra analitica.

Para a comparagio de cultivares, mamBes (Carica papa-
4% L) maduros foram adquiridos em mercados de Campinass; sem
considaerar a origem dos frutons. Para verificaglio do efeito geo-
araficos mamdes maduros cultivar Formosa foram adquiridos,y na
mesna época do anoy de dois postos da Ceasa de Campinas,. sendo um
fornecedor de mambes do estado de S8c Paulo & outro da Bahia. Em
ambos 0% casos, cada amostra foi preparada utilizando-se 3 ou 8
frutos colhidos ao acaso (3 para cultivares Comums Formoasa e Tai-
l8ndia e S para S0lo). 0s frutos foram quarteados e de duas partes
opostas, @s rcascas e sementes foram retiradas e as polpas  foram
juntadas 2 homogeneizadas no liguificador.

Oz cajas (Spondias lutes L) foram obtidos em feiras de

Recife (Pernambuco) no estidio maduro e transportados para Campi-
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nas por wvia aérea. Para determinasSoc da composiglo de carotendides
da poipa com cascas fToram utilizadss as cascas e polpas de 5 a 7
frutos homogeneizadas no liquidificador. Para a composigSo da

polpa sem castcas 2@ frutos foram descascados ¢ as polipas foram

juntadas € homogeneizadas no ligquificador.

3:.1.8. Carctentides sintéticos

Para =a awvallagln da ptaps de saponificagio, além das
amostras alimenticias, também fpramw utilizados dois carotenbdides
sintéticos, p-carotenc e pA-apo-8'-carotenal, {ornecidos pela
Roche Produtos Quimicos e Farmacéuticos $.A.. Considerando a faci-
lidade com que os carctenbides se degradams o5 padr8es foraam
dissolvidos em éter de petrdleo e purificados por cromatografis em
coluna empacotada com mistura de MaO ativado (149°C por 4 horas) e

hriflosupercel na propovgdo de 111 e depois sm coluna empacotada

com Ca(DH%.

3.2. Determinsgic de carctendides segundo método descrito por

Rodriguez et al. (1976a)

Tendo em vista a drande suceptibilidade dos carotendides

h degradasgSes as analises foram conduridsass em local afastado da
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luz solary sem luz artificial e protegendo~se a3s colunas e
recirpientes cantendo solugBes de carotenéides com papel aluminio.
As andlises também foram executadas dentro do minimo de tempo
possivel (madximo de 7 dias).

A extraglc dos piagmentos foi realizads asitando~se a
amostra (9 g de couves 20 9 de mamB3o e 29 g de cajd) com acetona
resfriada & hiflosupercel (cerca de 10 g) em um liguidificador com
copo de ago inoxidavel por 2 minutos. sesuido de filtrag3o em
funil de Buchner com vacuo. A extraglo e filtragSo foram repetidas
até que 0 residuo se tornasse incolor.

Oz pigmentos foram transferidos para éter de petrdieo
adicionando-s€ pegquenas porgles do extrats num funil de separagio
contendo cerca de 156 ml de éter de petrdleo. Cada adigHoc  foi
sgguida de lavagem com 4gua destilada, descartando-se a camada
inferior apéds a separagdo das fases. Realizada a3 transferéncia
total do extratos os pigmentos em éter de petrbdleo foram lavados
com 3 porgdes de agua destilada para assegurar a remog3c completa
da acetona.

A saponificagio foi feita adicionando~se igual volume de
solugSo metandlica de KOM 12 ¥ 3 solugldo etérea de pigmentos e
deixkando-se a mistura em repouso nND  B2SCUTrD, a temperatura
ambiente. Apbds uma noite (14 horas) a mistura foi lavada com &gua
destilada num funil de separagio até remoglo completa do 4Alcali.
Sulfato de sodio anidro foi ent3o adicionado para a retirada da

agua residual. No caso dos pigmentos da couves cuja transferéncia
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da fase metanol~dcus para éter de petrdieoc se mostrou dificils ops

pigmentos remanescentes na fase metannl-agsua foram transferidos

para ater etilico.

& soluglo de carotendides foi concentrada em evaporador
rotativp com vacuo até cerca de 2¢ ml, tomendo-se o cuidado de nSo
ultrapassar 35°C para evitar degradegfo térmica dos pigmentos.

Para separasio dos carotendides foil utilizada uma coluna
de vidro de 2 cm de didmetro 2 30 cm de comprimento, empacotada &
vacuo com mistura de Mgl ativado (110°¢C por 4 horas) e hiflosuper-
cel na proporgan de 1:1 ou MgO:ihiflosupercel (1:2) até a altura de
13 cm. Uma pequena quantidade de sulfato de sédio anidro (1 cm)
foi adicionada no topo da coluna para reter eventual agua residual
do extrato. Mantendo o vacuos a coluna foi molhada com &ter de
petréleo e aphes aplicaglo do extrato, as fragbes foram egluidas com
gradientes de éter etilico em &ter de petrbdleos (i, 2, 4 e S%} e de
acetona em éter de petrdblen (2, 4. B8, 19, 15 & 20%)y acetona pura
g 164 de agua em acetona.

Az fragdes contendo acetona foram lavadas com dgua des-
tilada em um funil de separagido € reccolhidas em erlenmeyer. ApdHs
adigfo de sulfato de sbdio anidroey as fragdes {foram concentradas
pu diluidas &8 um volume adeduado para jeituras espectrofotométrica.

fis fragies que mostraram ser mistiurss quando cromatogra-
fadas em camdas delagadas foram recromatoarafadas em coluna empaco-

tada cam bduido de aluminio neutvo (atividade II-II1).

Para separagio dos isdmeros cis as fragfies foram recro-
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matpgrafadas em colunas de 2 ¢m de difimetro empacotadas com
aluminio neutro (atividade I1I-1I11).

Os carotendides foram identificados analisando-se em
conjunto s ordem de eluigldoc na coluna, espectros de absoarg3o na
regifo do visivel, valores de RY e reagtes auimicas especificas.

O espectros de absorgdc dos cavotendides foram regie-
trados na faixa de comprimento de onda de 3598 a 53¢ nm utilizando-
sg um espectrofotbmetro de feixe duplo (Pevkin Elmer modelo 3546 ou
Unicam modelo GSP 8009) com registrador acoplado. Us picos de
absorg3o miximo foram entdo comparados com valores tabelados (Da-
viesy 19745.

Para determinagSo dos valeores de R¥, o= caraten&ideg
isplados {foram concentrados e cromatografados em placas de wvidro
com 0,25 mm de espessura de silica gel ativada a 118° € por 2
horass utilizando-se como fase mbvel 3% de metanol em benzeno.
Nessms condigfes o carotenos eluliram com a frente do salvente e
os oxicarotenbides ficaram mais ou menos retidos de acordo com o
nlimero e tipo de grupgos funcionais.

Apdhs o desenvolivimento, a placa fol exposta a vapores de
HCl por 3 a S minutos, para vevrificar a presencga de cavrotendides
epoxidados. A presengs destes Foi detectadas pels mudangas da cor
amarela ou laranja das manchas para azul ou verde. A presenga de 1
ou 2 grupas S,&—-epdxido foi confirmada pela diminuigio de 2¢ e
4% nm respectivamente dos maximos de absorgdo. apbs adigio de HCI

2, N A soluglo etanblica do pigmento, devido 3 transformagio do
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J56— epbrido em J.8-epbxido.

Para wverificar a configuraslo ¢gis ou ftranss algumas
gotas de soluglo etérea de iocdo foram adicionadas ap pigmento em
#ter de petrédleo. O espectro registrado asds cinco minutos de
exposigdo & luz, demonstrou no caso de carotentides originalmente
na farma transs um deslocamento para comprimento de onda mais
haixo devido a isomerizagBoc para a forma ¢is. Jd para os  cis
carotendides nSp se  observou nenhuma mudanga ou mudanga  paras
caomprimento de onda maior.

Para constatar a presengs de hidroxilas, utilizou-se a
reagdo de acetilaglo. Esta técnica consistiu em juntar €.2 ml de
anidrido acético a0 pigmento dissolvido em 2.9 ml de piridina e
deixkar a mistura por 21 horas no gscuro a temperatura ambiente. O
pigmento Foi entlo transferido para éter de petrbliec ¢ submetido
novamente & cromatografia em camada delgada. & reaglo positivae foi
caracterizada por aumento no valor de R¥.

Finalmente a presenga de hidroxila 2lilica foi confirma-
da por vreaglo de metilaglo. 0o pigmento gissolvido em  metanol,
adicionou~se HEL1 2 N e apfhs 3 horas no escuroc 2 a tempervatura
ambiente, o pigmento foi transferido para éter de petrdlieo e
recromatografado em camada delgada. A reagio positiva c¢aracteri-
Zou—se povr um aumento do valor de R¥.

4 aquantificagldo de cada carotendide foi feitas aplicando-
g2 a Lei de Beer, a partir da absorbdncia maxima ¢ dos valores de
ebsortividade tabelados por Davies (1976). (g resultados foram

eNPressns em ug de carotendide por g de amostra.
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3.3, Oeterminagio do valor de vitamina A

3.2.4. Determinagiio do valor de vitamina A segundo método ds AGAC

Os pigmentos da amostra (35 g de couve & 22 9 de mamBo)
foram extraldos com 122 ml de solugdo de scetona~hexana (4:6) e
®s1g de MgCO, , em ligquidificador com copo de ago inoxidavel, agi-
tando~se durante 5 wminutos. Apbhs a filtragdo em um funil de Bu-
chner com vacuos o residuo foi lavado com duas porgbes de 23 ml de
scetons e uma porgic de hewxana.

0 extratp combinado foi ent8o transferido para um funi)
de separacan e lavado com 5 porgbes de 16¢¢ m}l de agua destilada,
descartando~se a fase inferior apbs cada lavagem. A fase superior
{hexana) foi recolhids em um baldo volumétrico de 189 ml contendo
? ml de acetona e o volume completado com hexana.

# solugBo de pigmentos foi entf8o colocadas com sucgdo,
em uma coluna de vidro de 2 cm de didmetro & 39 cm de comprimento,
empacotada a vacup com mistura de Mg ativedolhiflosupercel (1:11)
até a altura de 1¢ cm e ctom L cm de sulfato de sddio anidro no
topo. A frag8o eluida com 59 ml de acetona-hewxana (1I9) foi lavada
rom dguas o volume completado a 102 ml com hexana e a absorbdncia

lida a 4346 nm.

0 teor de carotenbdides,; expresso tomo A-carotenos foi

caleulado utilizando~-se o valor de 196@ para ﬁ:iﬂ
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d.3.2. Determinagiio do wvalor de vitaminz A segundo metodo de

Rodriguez ot al. (i97é3) simplificado

As stapas de extragios transterérencia para éter de pe-
trélec , saponificagSo e concentragio foram feitas de acordo com a
determinagio da composiglo completa de carotenbdides {item 3.2.).

Para a separagdoc dos carotendides com atividade pro-
vitaminica foi utilizada uma coluna de vidro de 2 cm de difimetro e
32 cm de comprimento, empacotada & vacuo com mistura de Mg ativa-~
do e hiflosupercel na proporgio de 1:1 atd 2 altura de 1¢ cm. Uma
pequena  quantidade de sulfato de sbdio anidro foi adicionada no
topo da coluna para reter eventual agua residual do extrato.
Mantendo o vacuo., a coluna foi molhada com éter de petrbleo e apbhs
aplicagio do extratos as fragBes foram eluldas com gradiente de
acetona em éter de petréleo. Nessa coluna, o  A-caroteno foi
eluido com 2% de acetonas; o S;é-monpepoxi- A-criptoxantina com 8%
de acetona ¢ a f-criptoxantina com i15% de zcetonsa.

As fragdes faram lavadas com égua destilada em um Ffunil
de separagdo e apbs adigHo de zulfato de sédio anidrps as fragbes
foram concentradas ou diluidas & um volume adeqauado para a leitura
espectrofotométrica,

A quantificaglo de cada carotendide fpi feita aplicando-
s¢ a Lei de Beer, a partir da absorbi3ncia maxima ¢ dos valores de
absortividade tabelados por Davies (1974).

0 cdlcule do valor de vitamina & foi feito a partir da
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atividade vitaminica de cada carotendide precursors utilizando-se
a vrelagdoc proposta pelo National Academy of Science-National
Research Council (NAS-NRC, 1980) : i1 Unidade Internacional LI

eguivalante a 9,46 ug de PA-caroteno e 1,2 pa dos oubtros carote-~

néides precursores,

3.4, Avaliaglo d» stapa de extragio

Diferentes solventes (puros ou misturas) e adiglo de
agentes antioxidantes e neutralizantes tem sido empregados na
etapa de extragdo de carotendides. Ds procedimentos mais comumente
encontrados na literatura foram avaliados utilizando-se couve como
amostra.

Para a avaliag8o de efici8ncia do solvente. o8 carote-
noides principais da couve foram gquantificados pelp método descri-
to por Rodriguez et al.{(197éa), utilizando na extra¢dio os seguin-
tes solventes: acetona, metanol, hexana-acetona (40:498) e éter de
petrbleo-acetona (40:140).,

Para a avalia¢do do efeito da adigioc de antiopxidantes o
neutralizantes, o0s carotendides principais da couve foram gquanti-
ficados pelo método descrito por Rodriguez #t al. (i976a), wutili-
zando acetona como solvente de extragio com adigloc de: $.1g de BHT
{thidroxi butil tolueno}, 8,5 g de pirogalol ou 9,13 de MgCl, (car-

honato de magnésio). A quantidade de BHT adicionada foi o dobro da
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utilizada por Reeder e Park (1?75), a de pirogalel a mesma sugeri-
da por Edwards e Lee (1986) e¢ a de MgCO,.: aquela especificada pela
AGAL (1984).

Nos dois casoss da amostra preparada conforme o item
3.i.1. foram retivadas B8 sub-amostras utilizando-se duas para cada

solvente ou agente testado.

2.5. Avaliagic ds etapa de saponificagio

Foram avaliados wvarios procedimantos de saponificaglo
camumente empragados de acordo com a litevatura. Como amostra
foram abtilizados dois carotendides sintébticos ( g-carotenc e 8 -
apo~-B' -carptenal) e duas amostras alimenticias (couve ¢ mamSo).
Para os carotenbides sinteéticos, da solusglo previamente purifica-
das tomou-se T ml pars cada procedimento de saponificagio testado.
Para a couve ¢ mam83o, fez-se a extragio de umas guantidade maior de
amostra e 2 aliquotas do extrato foram utilizudos para cads proce-
dimento de saponificagio testado.

Exceto a3 etapa de saponificagSps, a determinagioc de
carotenbides foi realizada de acordo com o método descrito por
Radriguez et al. (1%74a),

Os procedimentos de saponificagio testados foram:
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I-

il-

ITL~

Iv-

Saponificagldo com solugdo metandlica de KOH 10% 3 tempe-
ratura ambiente.

Ao carotendide dissolvido em 50 ml de éter de petréleo. foi
adicionado igual volume de soluglo metandlica de KOH 10%. &

mistura foi deixada em repouso durante uma rnoite {14 horas)

no escuro € h temperaturs ambiente.

Saponificagdo com solugdn metandlica de KOH 10% 3 guente.
Ao carotendide dissolvide em 50 ml de éter de petrbdlen, foi
adicionado igual volume de soluglo metandlics de KOH 18%. A

mistura fol aquecida por 1¢ minutoss no escurps em banho de

vapar.

Saponificaslo com soluglo aquosa de ¥OH 40% & temperatura

ambiente.

A splugdo de carotendides, adiciocnou-se 50 ml de etanol e
soluglo aquosa de KOH &40% (1 ml por 12 wml de solugSoe). Apbs
a remogSo do éter de petrdleo com nitrogénios a mistura foi

deixada por uma noite ({4 horas? no escuro ¢ a temperatura

ambiente.

Saponificagdo com soluglo aquoss de XOH 49Y% 3 quente.

A solug3o de carotenbides, adicionou-se 98 ml de etanol e
soluglo agquosa de KOH &2% (4 mil por 1¢ ml de soluglo). Apéds
a remogdo do éter de petrdleo com nitrogénios a mistura foi

aquecida por 19 minutoss no escurp, ew banho em ebuligio.
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U~ Baponificaglio segundo ADAC 3 temperatura ambiente.

vi-

Ao carotendide contido em um balfo wvolumétrico de 10@ mil,
rrocedeu—-se a adiglo de 30 ml do solvente de gxtragio
hexana-acetona-etanol-tolueno (10:7:6:7) seguida de agi-
tagdo por 1 minutn., apbds 146 horas de repouso no escuroc e A
temperatura ambiente, oi adicionado 2 ml de soluslo meta-
nélica de KOH 40%. Apés agitagdo por 4 minuto, a mistura
foi deixada 1 hora em repouso np escurco e & temperaturs
ambiente. Adicionou-se ent3oc, 306 ml de hexana e depois de
12 minutos de agitaglos o volume foi completado com solugio
aquosa de Na, 80, 1@X. Depois de 1 minuto de agitagio vigo-

rosas a mistura foi deixads em repousc 3 temperatura ambi-

ente por 1 hora.

Saponificagdo segundo ADAC 3 quente,.

Ao carotendide contido em balfo volumétrico de 160 ml,
procedeu—se z adigdHo de 3@ ml do solvente de extraglo
hexana-acetona-etanol-tolueno (10:7:46:7) seguida de agi-
tag3c por 1 minuto. Em seguida adicionou-se 2 ml de solugHo
metanbdlica de KOH 4@X. A mistura foi agitada por 1 minuto,
aquecida em banho & 56 C. resfriada e deixada por { hora em
repousn  no escuro e a temperatura ambiente. Adicionou-se
entEo 3¢ ml de hexana e depois de §{ minuto de agitag3o, o
volume foi completado com solugde agquosa de NazSO% 10%.

Depois de 1§ minuto de agitaglo vigorosa:, a mistura foi
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deixada em repousso no escuro, 3 temperatura ambiente por i

hors.

3.6, Determninsgio ds composigic de carctendides de mamfo » cuisk

As composigdes qualitativa e quantitativa do mamfoc e caja
foram determinadas, utilizando-se o método descrito por Rodriguez
et al. (1976a).

No mamlio, a diferenga entre cultivares e efeito aeogri-
fico na mesma cultivar também foram investioados. Para cada regiio
de cultivo e cada cultivar foram analisadas cinco amostras compos-
tasy preparadas conforme item 3.4.1.

As cultivares de mam¥o analisadas foram agquelas comumen-—
te encontradas & disposigdo dos consumidores: Comums Solos Formossa
e Taildndia .

Para o cajad 5 forsm determinadas as compusigies do fruto
nas duas formas em que s3o consumidas, polpa com casca e polpa sem
rasca. Para a polpa sem casca fol feita a determinaglio de ums sd

amostra & para a polpa com cagca foram analisadas auatro amostras.
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4. RESULTADOS E DIBCUSSAD

4.1« Avaliagio do método analitico

4,1.4, Etapa de extragio

#t Tabela 3 apresenta oz contelidos de p-carotenno e lu-
teina de amostras de couve extraidas com acetonas metanol & mistu-
ras de acetona~hexana ¢ acetona~éter de petrilec. 0Os resultados
mostraram ser a acetona o solvente de extragio mais eficiente.

Em termos de A-carotenc, o conteddo das amostras
extraidas com acetona foram levementa superiares s demais.
LContudo a diferenga nlo foi estatisticamente significativa auando
comparada com amostras extraldas com mistura de acetona-hexmanaz ou
acetona-dter de petrdleo. A mais baixa caoncentragip de A -varoteno
toi obtida nas amostras extraidass com metanol (73% do contetdo
das amostras extralidas com mcetonal.

Apesar de ndo possuir atividade vitaminica, 2 luteina
foi também quantificada para avaliar o comportamento de um carote-—
nbide polar. MNeste caso, 35 amostras extraidas com acetons apre-
gentaram teores significativamente maiores aue as extraidas conm
misftura de acetona-hexana ou éter de petrélen. Assim como para o

f-carotenoy; o teor de luteina de amostras extraidas com metanol
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TABELA 3: Avaliacio da etapa de

tendides de couve.

extracio na determinagio de caro-

AP A AL AL AL AL A UL ALY AR UL il S b ks i s e e T o o . iy ekt ot e b TR Y B B ML RE e bk T POT PR S A AL Al A bl T TS T TR - A S0 A R G WA S AR b T e PR PR TS Y - A A A e ok o

SOLVENTES & AGENTES aBICIO-

NADOS BURANTE & EXTRACED

M A M Sl e T T A L L RG] AL A AR k. . ] Yl . e (T T AT A B L L R AR A A i e il . by 7

= i T St e ke e vk T T AT I A T T I T T N W T L SR A A A AR M AL A i vk o T LS S LA A AL Akl e ek i b o S AT P M PR S L Ak R bl ik et s AL s it . Yo i ek TR . e P A Y Y

Acetana
Hewanatacetona (49:48)

gter de petrdleoiacetona (40:40)

Hetanol

Acetona
Gretona + 9,1¢ g BHT
Acetona + @480 g pirogalol

Acetona + 0,18 g MglDy

44,72
42443
435156

34,95

i+

i+

13

i+

9,41
2,29
&, 94

3,20

LUTEINA
98549 + 1,99 a
33,57 + 9,30 b
33,48 + 2,34 b

5;84 3 @;&4 C
76244 & 8,463 a
76478 ¢ 9,59 ac
B1:4% + €443 b
09,88 + 1,89 b

ik e . e sk R T L TR Y O L Y UL N L P N D AN A M AR L AL MAAL Al e oy e R TR PO, WY R A Ak BA U i Uk el e P T % A ALY ALRL Bk A A Aa# i rhim s o iy T o e A e ek PR P e T e T

Inédia e desvio padrio de determinactes em

duplicata.

Para cada grupos os valores da mesma coluna com letras

tes apresentam diferenga significativa ac nivel de 5%,
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foi o menor (11X do conteddo de amostras extraidas com acetona).
Mo entanto, sssa redugdo ndo parece ser causada apenas pela inefi-
tiénecia do solvente, tendo em vista a grande dificuldade em trans-
ferir posteriormente os pigmentps do metancl para o éter de petré-
leo decorrente da maior tendéncia da luteina zm permanecer na fase
mais polar.

Estes resultadeos contrariam os dados reportados por
Edwards e Lee (1{984) que obtiveram um contefdo de A~carocteno,
para amostras de ervilha extralidas com metanol, signifirativamente
maior sue amostras extraldas com acetona (5.61 vs 2,18 ug/e). Por
outro ltados observa-se gue o teor de p-caroteno de amostras de
cenaura extraldas com acetona foi bem maior que o teor de ampstras
gxtraidas com metanol (B800,1 vs 732,141 ms/s): embora a diferenga
tenha sido considerada estatisticamente ndo significativa pelos
autores. Aparentemente, a precislo do método utilizado pelos au-
tores & bem menor gque a do método utilizado neste estudo.

A adigio de sgentes antioxidantes e neutralizantes tem
sido recomendada com o obietivo de preveniv a perda de carote-
nhides por oxidag¢ldo e isomerizag3o. O0s resultados apresentados na
Tabela 3 porém; mostram gque em tfermos de B -rcaraotens, nenhuma
diferenga significativa ocorreu em consequéncia da adigSoc desses
agentes. No entanto, os teores de luteina, embora levementes foram
significativamente maiores para amostras exiraidas com adig8o de

pirogalol e MQCGS -

Pelo fato da luteins nlo apresentar atividade wvitamini~
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tas ndo se verificou nenhuma vantagem no uso desses agentes PAYA A
determinagdo do valor de vitamina A de couve. HNeste casos esta
pratica acarreta apenas uma acréscimo injustificdvel de custs e

tempo na etapa de extraglo.

Cabe lembrar que neste estudos as amostras foram anali-
sudas logo apHs a sua chegada & as andlises foram conduzidas den-
tro do minimo de tempo possivel, tomando-~se ainda as »precauses
necessdrias para proteger os pigmentos contra luz e altas tempera-
turas. Provavelmente esses agentes se tornegm dteis se ac amostras

ou socluglies forem estocados por algum tempo antes gu durante as

analisea.

£:1.8. Etupa de saponiticagko

A saponificagdo sempre foi considerada © procedimento
mais eficiente para remover lipidens e clorofilas e para hidroli-
sar eésteres de carotendides hidroxilados. Recentementes no entan-
to. Khacik at al. (i9B6) alegaram perdas de carotendides em brdco-
1i durante a saponificag8o. Por outro lados Bushway e Wilson
(1982) ndo observaram aualquer diferenga entre amostras saponifi-
cadas e n3o saponificadas. Os resultados encontrados neste estudo

mostraram aue a perda de carotendides durante a saponificag8o de-

pende das condigles em que esta & conduzida e do carotendide ana-

lisado.
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4.1.2.4. Efeito da saponificucko em carctendides sintéticos

As perdas de ﬁ~apo—8'-carotenal em amostras submetidas
a seis diferentes procedimentos de saponificaglo encontram-se na
Tabela 4.

0 procedimento I aue envolve saponificagfo a temperatura
ambiente com adiglo de igual volume de soluglo metandlica de KOH
1@% a0 pigmento dissolvido em éter de petrélec $0i o que apresen—
tou melhor retengio do carotenbide (@ a 3% de perda)s enguanto os
procedimentos V e VI que envolvem saponificaglo na presenga de
acetona causaram perda total do p-~apo-8 -carotenal.

Comparando os procedimentos I e 111 conduzidos 3 tempe-
ratura ambiente com seus similares 1] e IV realizados 3 temperatu-
ras mals elevadas notou-se que a saponificaglo a3 quente causou de-
gradagbes maiores, 0-3% e 1-12¥% vs 18-29 & 446~40% de perdas, res-—
pectivamente.

0s resultados mostraram tambeém um aumento nas bperdas
durante a saponificag8o de amostras dissolvidas em etanol (proce-
dimentos IIl e IV) em relasqlo 2 saponificagio de amostras dissol-
vidas em éter de petroleo (procedimentos I e 1II). Aparentemente,
este aumentio se deve ao maior contato que ocorre entre o alcali e
o carotenbide.

Na tentativa de compreender melhor as transformagfes gue
ocorrem durante a saponificag8o, os pismentos foram posteriormente

cromatografados em coluna empacotada com MgD ativadothiflosupercel
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TABELA 47 Perda (X) de f-apo~8"-carotenal durante a sappnifica-

¢S5o0.
GUANTIDADE IMICIAL PROCEDIMENTO DE SAPONIFICACKD
(HEY e e e e e
I j§ 1Y Iy y VI
a54 3 18 12 49 189 189
443 i 19 1 44 igd 198
338 L) a9 4 49 1006 120

UL BT S i T L R W T S M M Ml et it e T L LAl Gl i T e LA M i ekl Y T WA e At i T A R AT SR M vl R PR S U WS Tl A o Pk e e e i

I- Saponificacio com solug8o metandlica de KOH 10X 3 temperatu-
ra ambiente
IT- Barponificagio com soluclio metandlica de KOH 19¥ 3 quente
I1I- Saponificagdo com soluclo aquosa de KOHW 40% 5 temperatura
ambiente
IV~ Baponifica¢8o com soluclo aquosa de KOH 40% 5 quente
V- Saponificagdo segundo ABALC & temperaturs ambiente

VI- Saponificasdo segundo ADAC 3 guente
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{121y & fim de separar os epdHxridos ¢ em coluna de oOxido de
aluminic neutro para a separaglio dos isbmeres gis.

Como pode ser observado atvavés da Tabela 35, que
apresenta os produtos formados durante a sasonificagio do 5*390*8’
—caraotenal, nenhum produto de degradaglio foi detsctado nos proce-
dimentos I & III que foram realizados & temperatura ambiente. No
procedimento II,; cuja temperatura de saponificagdo atinge 76 C
houve formaglo do ¢is- paro- 8'-carotenal. Jia no procedimento IV
que envolve temperatura de até 85°C e maior contato entre pigmento
e aicalis além dos isbmeros cis foi detectada também a presenga do
3s8-monoepoxi- B-apo-B' ~carotenal em um dos ensaios.

Us procedimentos de saponificagio ¥V e Ul especificados
pela AQAC foram o5 que causaram as maiores transformagdes. No
procedimento YV realizado a tramperatura ambisnte na presenga de
acetonas o S-apo-B8'-carotenal foi totalmente convertido em citra-
naxantinas confirmando os resultados de Stewart e Wheaton (1973,
que observaram que a reticulataxantina ¢ citranaxantina, anterior~
mente relatados romo carotendides naturais de citrusy, eram na
verdade artefatos formados a partir da g-citraurim e prapo-B8' -
carotenal, durante a saponificag¥o ns presenga de pequenas guanti-
dades de acetona. J& na saponificaglo realizada & 54" C, procedi-
mento VI, além da citranaxantina observou-se também a formaglo de
gis-citranaxanting e de ﬁgsvmonnepnkiwj3~ano~8'~caraten31,

fa identificagdo destes produtos de degradagdo foi

baseada nos espectros de absorgfo caracteristicos (Figura 1) e
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TABELA T: Carotendides {(ug) formados durante a saponificacdo de

f-apo~-8 -carotenall,

A e b e A L R R A S TEm TEY WM Tew A bwe P P e e e MY W T R MM TEE M S e S LS MM MM AN R AL A A WAL YA AN A e SR L e WOk S S L L A A A AL S e s

CAROTENGIDEE PROCEDIMENTO DE SAPONIFICACED

11 v U VI
gis~pA-apo~-8 ~carotenal ii-gg 44-6 ——--m e
SyB-monogpoxi-f-apo-
g8’ ~carotenal 000000 e @-4i8 = e B-39
citranaxantina 00000 0omemeeme e 429488 206-219
cis~citranaxantina 000 -e—m=  m——wem 0 ——me SB-2e5

i rian v s rie e e s s s A Sl v v ks bk e Bl W v e YA W ok ke i Wl iy Yoy o ki ek Tk Y v bk S T e TR TET S P U T W T s e T e s - T . A S —

Faixa obtida em 3 andlises,; a partir de 354-538 ug de p-apo-8"-

carotenal.

fEstes carctendides nBo foram detectados nos procedimentns 1 e

111,

46



-

ABSORBANCILA

1,00~

0,50+

0,80~

0,70~

0,60

0,50

0,40

0,30

0,20~

00~

550 500 450 - 400 350
COMPRIMENTO DE ONDA {nm)

FIGURA t: Espectros de absorgdo em éter de sptralen dos carotendides
formados durante a saponificagdo do ﬁwaﬁawﬁxmcarotenal

(e} & ¢ ig-A-apo-8' -carotenal (==~ Y3 BsB-monoepoxi-
p-apo~8' —carptenal(++o iy citranaxantinate—— "33}
cis~citranaxantina (- ).
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reaglies quimicas especificas. As configuragBes £is ¢ traps foram
caonfirmadas através de reagio de fotoisomerizagBo catalizada por
solugdo etéres de iodo. A presenga de um grupo epdxido 5,8 foi
demonstrada pelo wvalor de R¥ um pouco menor gue do {5-390“8i -
carotenal. mudanga da cor da mancha de larania para azul apds
exposigdo da placa de silica 3 vapores de HCY e pelos mdximps de
absorgdo de 23 nm mais baixos que os do ﬁ~apa~8‘ ~carotenal. 4
citranaxantina foi identificada basgando-~se principalmente no
gopectro de absorgi3o caracteristico com maximo de abpsorgio 114 nnm
mais altec gque o do ﬁ-apo—B'*caratenaly decorrente das introaduglo
de mais uma ligagdio dupla conjugada.

Em termos praticos, portanto, para amostras gque contém
apo-carotendidessy B acetonz utilizada para exiragio deve ser com-
rietamente removida antes de saponificaglo para evitar a formagio
de adutos durante a anidlise.

0 efeito da saponificagdo no pA-caroteno pode ser ava-
liado pelos resultados da Tabela 6.

Tambem para o fB-caroteno,; o procedimento I foi  aquele
aue apreseniou melhor retengdo do carotendide (D a 1% de perda) e
o procedimento IV, 0 gue causou maior grau de degragdasdo (21 3 56K
de perdas). Comparando com o p-apo-8'-carotenal, o A-caroteno
aparentou ser menos susceptivel & degradaglo durante a saponifi-
cagfo. ECom relasdo a0 efeito da temperatura e do contato entre
pigmento e dlcalis resultados semelhantes foram encontrados.

Seguindoe as mesmas técnicas utilizadas para separar 0%
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TABELA 4% Perda (%) de fi-caroteno durante a saponiticacio.

[ —————— R VEE R AR AR MPLE R A LB me R L et i kel

QUANTIDADE INICIAL PROCEDIMENTO
(HEY T e e T S
I i1 111 IV v VI
313 @ 14 & 21 2o 16
=1cs1 1 4 11 Sé ie ié
548 ? ié i7 31 17 25

o arre e i v AR e, e A A U S TS ey e ey R AN AR G T R T T T i i ok ek b A WAk sk LG L A AL PR R Y TR W T e e ek i ki A W AR K A M A T TR M e R

I~ Saponificacio com soluglo metandlica de KOH 16X a temperatu-
ra ambiente
11~ Saponificac3o com solucdio metandlica de KOH 10X a quente
111~ Saponificacio com solucl8c aquosa de KOH 40% 3 temperatura
ambiente
IV~ Saponificacio com solucdo aaguosa de KOHW 68% s auente
V- Saponificacioc segundo ADAC & temperatura ambiente

VI~ Saponificacio segundo ADAC & quente
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profdutos de dearadagdo do Jﬁ~apn~8‘~caratena1; observou-se a for-
magioc do gig- pA~caroteno em todos procedimentos testados com
excegio do procedimento I. Além dos isdmeros ciss as saponifi-
cagdes 5 quente causaram também a formagio de epbxido 356 nos
procedimentos IT e IV e epbxido 558 no procedimento VI (Tabela 7).
As configuragldes ¢is e tranz € a3 presenga do Srupo
epbxido 5.8 foram confirmadas da mesma forma utilizada no ,ﬂ-apa-g
~carotenal. 0 Ssé6-~monoepoxi- B~caroteno foi identificado inici-
almente através de seu espectro de absorgdo caracteristico (Figura
2. A prasenga de um 9rupo epbHxido SU.4 foi indicads pela mudanga
da colorag8o da mancha de amarela para azul apbs exposigio da
placa & vapores de HEl e pelo miaximos de absorgdo 3 nm mais baixos
que o do p-caroteno. A confirmaglio se deu pele deslocamento
hipsocrdmico de 20 nmy apds adigio de HCY @s1 N ao pigmento dis-
solvido em etanol, devide a transformaglo de 5,6 para 5,8 epbrido.
A certeza de que os produtos de degradagio foram {orma-
dos durante a saponificagio advém dos fatos das amostras terem
sitdo purificadas antes de serem submetidas aos tratamentos e
também pela nip detecglo desses produtos nas sub—-amostras nEo
submetidas & saponificaglo, ¢ naquelas sujeitas 3 saponificagdo
pelo procedimento I, todas recromatografadas nas duas colunas & em
camada delgads.
Aldédm das perdas gquantitativas durante a saponificaglo.
ne resultados também colocam em dbvidas relatos de presenga de

isBmeros ¢isy bem como de derivados epoxidados. como conztituintes
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TABELA 7:Carotendides {(ug)

f-carotenct,

faormados duranite a saponificacio do

S MR TR W s M L A e R A A B s v i S Sh T R L P M LR M M AMA HA e A T T RAE VAR A Wk W o T TR EL A A ALY A T L FUR A ARE A AN W o e v o v

——— TR T VT P YR AN PR S0k Wk Ml iy bk o . AR LA AR AR AN Al ot il sk ey e TR T A AR Wk i i . . . v T e PP P

L A U i il kol T I SV Y AW A LR A T AR AL AL ML S L {AMAS AL ML i il pl i L T Y PR TH W B BAR M- dokk ki ik dekde Ll kot Y PR T APPT L R AR Bk mim sy = s TR P W A TRR A A P A

fis-p-caroteno

Seb-monoepori~
f-~caroteno

SeB-moncepoxi—
f-caroteno

o —

v

v Y
39-49 5-13
2-45 ——

- —

A A Ak il . e k. Y. O TYPY W WL Y P A Y W L A AL A A M AL MM WS Ml Ml Skl AL Yl Mo b i TPE Tl W TR R P P S MR CRAA AL Mlf bk bl bl S TP L R LA AL Ak i Rk ok A i ek e i i

'Faixa obtida em 3 andlises, a partir de S5i3-548 ug de

Nnos

€rstes carotendides nio foram encontrados no procedimento 1.
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naturais de amostras sujeitas a saponificag8o utilizando os proce-
dimentos de Il & VI.

Observou-se também que nos procedimentos de saponifica-
530 2 gquentes o tempo e a temperatura devem ser rigarosamente con-
troladoss pois uma pequena variagdo desses fatores causam diferen-

§8s significativas no conteQdo tinal dos caroctenbdides.

4,0.82.2. Efaito da ssponificacio nos carctentides de couve & mamio

0 efeito do procedimento I de saponificagBos realizado
com adigio de igual volume de soluglo metandlica de KOH 16% por
uma noite & temperatura ambiente; nos carstenbides principais da
couve pode ser observado pela Tabela B.

Confirmande os resultados obtides com o Ag-caroteno
sinteticos o© teor de f-caroteno da couve também n¥o foi alterado
por este procedimento. Em termos de luteinas houve perda de 38%
devido parcialmente a dificuldade 2m transferiv esse pigmento para
o éter de petrdlec. A perda de luteinas no entanto, nSoc afetou o
valor de wvitamina A pois este pigmento nde apresenta atividade
vitaminica.

No casc da couve e de possiveimente outros vegetails
folhosos, a determinaglo da composigfo de carotentides e valor de
vitamina A poderia ser realizada sem saponificagdo da amostra,

pois a grande diferenga de polaridade entre spus dois carotenbides
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TABELA 8: Efeito da saponificaglo 3 frio (Procedimento I) na com-
pasicBo de carotendides (ug/g) e valor de vitamina A

{U1/190g) de couve.

S e T T TR WER S AL AAS i Ak i e s e e S e P R ek S W T W T T AR M DAL LA YA A e e b Terh TR TR TN AR N D A MG AR AL W e R W T TR B S MR A A S A

CAROTENGIDE/ CONCENTRACKOL

VALOR VITAMINA A e e o o e e e e e e e e o i e
NAO SAPONIFICADD SAPONIFICADD

f~caroteno 28,33 + 9427 a 28,35 + 9,54 a

luteina 46400 ¢ 1,48 a 31,27 = 1,82 b

valor de vitamina A 4.725 + 46 a A4.726 + 90 a

AL TN i, it bk oy sk T TR N W M S N WS TS WS WAL UL A AL Ul S YOS AL Akl sk e el S R, A T W WA M Mk TS A ik Akl Ry i by e otk R WY P 3P A AA L WL A iy b by ik ek W e v R

iMedia e desvio padrio de determina¢Bes em duplicata.
Yalores da mesma linha com diferentes letvas spresentam diferen

ca significativa ap nivel de 5%,
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principaiss A-caroteno £ luteina, permite uma separagfo simples e
fadcil. Ewxcluindo esta etara aue envolve tempp e cuidado nSo sé& na
saponificagdo, mas também na lavagem pars retirada do Alcali, a
anadlise poderia ser mais répida o facilmente vealizada, diminuindo
ainda a8 possibilidade de perdas gquantitativas de alguns carpte-—
nbides.

Para os carotendides de mami3o, no entanto, observou-se
um comportamento diferente.

Ae composiglies de carotendides de amostras de mam3o
determinadas sem e com saponifivagio por dois procedimentos (&
quente e & temperatura ambiente) podem ser comparadas através da
Tabela 9.

Neste caso. a saponificaglo mostrou ser indispensivel
para se obter uma boa separasio. Nas amostras ni3o saponificadas as
fragfies dos carotendides hidroxilados se apresentaram misturadas
mesmo depois de recromatografadas, levando consequentemente a uma
quantificagdo n¥o confidvel.

A saponificagdo & frio por uma noite {procedimento 1)
mostrou ser eficiente na hidrédlise dos ésteres de carotendides a0
contrario das afirmagdes encontradas na literatura {(Davies, 1974).
Cabe vressaltar poréms, que essas afirmagfes foram feitas baseadas
no trabalho de Guackenbush (1973) gque comparou saponificagin 3
guente (38°C por 20 minutos) com um procedimento so qual chamou de
saponificagdo & frip por uma noites mas jque envolve na realidade.

extragdo & frio por uma noite ¢ saponificagio por spenas uma hora.

35



TABELA 92 Efeito de dois procedimentos de saponificaglo na compo~

si¢Ho de carotendides (ug/g)! de mamio.

e S A S, e e Y Sl o ke Tl s Tk o i s ek . e e e . . i PP, WY PP WEY AR A L B Ak e Lkl by e e Y T PP PP A A A A LAY A AR A Al Al i AL AL MR W M iy e L el e s el P e e e T e

NAG SAPONIFICADQ

SAPONTIFICADRD

PROCEDIMENTD 1

SAPONIFICADD

PROCEDIMENTD IV

S AL AR B M ik LA MDA M Yo AL Al A A AR RS AL AL A A AR AL e by i e T S PR IS R ABLA LML AR ohed Frbe o e e i . iy T T T N T e T B Y T U T T -

p-carateno
I-caroteno
sutatocrono

éster S,4-mongepo-
wi-A-criptoxantina

ester-fA-criptoxantina

Sb-monogpoxi~
ag-~criptonantina

f-criptoxantina
anteraxantina
gis-iicopeno
licopeno

total

et e

1:?1&3;%3 da
196549415 a

ND

B45740,00

2,114,442

NI
3,1449,443
3,4B41,04

NB

47 4Ab49,51 2

67 +344¢,20

——

1:70+0,88 a
1:468+0,81 2

ME

ND

RO

2:8118,42 a
19,32:0,07 a
65894131 a
NB
45,47 +@,76 a

47 s 422430

Py

imédia e desvio padrio de determinagBes em duplicata.
2Contém também eéster do S,é-monoepoxi—p-criptoxantina,
Contém também éster da anteraxantinz.
45eparado somente ew uma amostra.

Nb: Nio detectado

1,5448,13 5
1,4040,3%9 &

2,1810,39

ND
ND

1,1046,30 b
9:6420,3¢ b
4,8740,72 b
3,114

41,7441,64 b

42,7143, M4

- —— -~

Valores da mesma linka com letras diferentes apresentam diferenca significa

tiva ao nivel de 5%.
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Comparande o procedimento I, saponificaglo & frio, com o
procedimente IV, saponificaglo & quente da amostra dissolvida em
etannly observou-se gue o primeivo apresentou uma boa retengio dos
carotendides enguanto o segundo causou redusdo nos teores de todos
carotendides, além da formagio de produtos de degradaglo.

Em termas de pA-carotenc a diferenga nao foi significa-
tiva, embora 35 amostras submetidas a0 procedimento IV tenham
apresentado um conteddo levemente menor (1,70 e 1,54 ug/9 para os
procedimentos 1 e IV respectivamente) acompanhado da formagdoc de
mutatocromo.

44 para os carotentides hidroxilados OSsé-monoepoxi-gB-
criptoxantina,; pA-criptoxantina e anteraxantina, a saponificagdo a
quente causou perdas significativas.

O conteddo de licopeno também sofreu redugio

significativa durante a saponificagio pelo procedimento IV, com

formag8o de cis~licopeno.

4.8, Determinagiio quantitativa de provitamina A de fruiss e

vegetais

4,8.4. Avaliag¥o do métode dz ADAC

A4s avaliaglee do método da AUDAL reportadas se limitaram
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a comparar os valores de vitamina A ¢ as Jjustificativas para as
discrepincias foram aprésentadas baseando~se em suposigles
{Gebhardt at al.s 19773 Zakaria et al., 19795 Bushay e Wilson,
19822,

Para melhor avaliar a eficiéncia do método, além de
comparar o085 valores de viftamina A, s fraglo considerada como
carntenns foi investigada. A& fragio obtida pelo méiodos da ADAL foi
saponificada 2 recromatografada em coluna empacotada com Mgh ati-
vadorhiflosupercel (1{1} usando como eluente gradiente de acetona
em éter de petrdelo .As fraglies entlo separadas foram identificada
g guantificada.

Noe caso do mamdoy foi detectado na fragfo de '“carote-
nos’s além do pf-carotenos o J-carotenn, 3,6~-monocepoxi- A-cripto-
xantina e uma grande parte do conteddo total da A-criptoxantina
{Tabela 12). Sobrepondo os espectros de absorgdo desses carote-
nOidess observou-se, Como eva esperados  gque todos contribuem na
absorbéncia a 436 nm (Figura 4}, O cdmputo dos carpntendides aue
ndo possuem (I ~caroteno’) ou que apresentam apenas 90% da ativi-
dade wvitaminica do A-caroteno (S.é~monoepoxi~ A-criptoxantina e
f-criptoxantina) como sendo A-caroteno, acarvretou aumento no
valor de vitamina A de B74 para 2.9022 Ul/1885, uma superestimagio
de 1314 {(Tabela 11}). No entanto. a presenga do licopenoc nio ot
detectada, demonstrando que gste carotenfide n8o elui da coluna
com 10% de acetona em hexana, contrariando as afirmagdes de

Bushway ¢ Wilson (1982) e Zakaria et 5l. (1979) de que o licopeno
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TABELA 18: Composigdo de carotenoides da fraglo de "carotenos” de

mam3o obtida pelo método da ADAC.

ML ML S AR AL AR MY A AU U O iy iy Sk o el Al A AR Ml ol Wl Al LA AL TSR LR AL AN AL Mkt AL WAL ARl S S Al Mk bl U S bl W i e ok e T T T Y P U A AR A TR AL oy S Al A il i

CAROTENGIDE CONCENTRACXD (ug/g)i
f-caroteno 1217 ¢+ 9,15
Y-ecarnteno 1:464 &+ 9,04
Ssé-monaeponi-S-criptoxantina 3,00 + 0,93
p-criptoxantina 2s24 + 0,58

T e St S MM ALl L Akl ok M o Ak it ey P SR e s i A AL A YA B Al L AL S M S S Mk AL G AN WAL Mk Mk L Rl AL SRR CAL- Ak ALK e Kl ok mhbin Vel ey . T B R S, A TR T TS T T e T TR

iMédia e desvio padrio de determinacBes em duplicata.
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TABELA 1i: Comparaglo do valor de vitamina & obtido pelo metodo

da ADAC e pelo método de Rodriguesz et al. simpliifica-

do .

AMOSTRA/METODO VALOR OFE VITAMINA A
(ur/160g1

Cpuve

apac 4,613 + 3%

Rodriguez at al. simplificado 4,726 ¥ 99

Mamio

A0AD R.822 &+ 265

Rodriguez &t al. simplificadao 874 x 43

"m#_—ﬂ--—bIﬂl-—hmlﬂ—h-.—“-ﬂ-—;‘--ﬂ—M‘ﬂ“ﬂﬂw—-ﬁ“ww——nﬂlb—#—-——-il"lv-—-Muw—-—-‘ﬁﬂlﬂwﬂ-«——t—ﬂ“*ﬂmmﬂ-W

iMédia e desvio padrio de determinacDes en duplicaia.
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também eva quantificado no método da ADAL, levando inclusive os
Gitimos autores a relatarem um valor de vitamina A em tomate cerca
de guinze vezes maior que o obtido poar CLAE.

J& para a couves o valor de vitamina A obtido pelo
metodo da ADAC Toi menor (4.4613 vs 4.726 UI/102g3 (Tabela 11),
phviamente decorrente do uso de guantidade fixa de solvente na
extragldo (175 mi), neste caso insuficiente, deixandn residuos
ainda toloridos. Foram necessarios 490 mi de acetona para & ex-
tragio completa dos pigmentos. O problema da superaestimagio do
valor de vitamina A n3doc occorreu desde que nas amostras analisadas,
apenas o pg-carctenc foi eluido em concentrag8o quantificivel,
pois o carotendide monohidroxilado estava presente apenas em

tragos.

4.2.2. Avaliag¢8o do método de Rodriguez et al. (i1¥7éa) simplificado

para determinagiio de provitamina A

Os metodos envolvendo colunas abertas tem sido conside-
radoss sem nenhuma avaliagio, demorados € pDUCOS Preciscs por
proponentes da CLAE (Btewart, 1977b;5 Zakaria et al.:. 197935 Simpson
e Chichestery 19813 Bushway, 1985 e Chandier e Schwartz, {2873, 0
método de Rodriguez st al. (1974a) foi citado por Bushway e
Wilson (1982) como tedioso e muito demorados nd8o considerando que

o métado determina a composigio completa de carotenbides e pode
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sey simplificado para a determinagao de provitamina A,

A repetibilidade da versdo simplificada do método de Ro-
driguez ot al. (item 3.3.2.})s; baseada em ¢inco determinagldes rea-
lizadas para couve € mamio,pode ser avaliada através da Tabela iB.
Em termos de RB-carotenos o0s coeficientes de wvariagdo de $,2 e
&y7%  para couve e mamdo respectivamente, s3o comparavels aos
reportados por Bushway & Wilson (1982) utilizando CLAE (1,3 =
Be.bX),. Dados para o Gybé-monoepoxi- B ~criptoxvantina g pB-cripto-
wantina nio foram encontrados na literatura.

Guanto ao tempo de analise observou-se que as criticas
nio se justificam., wvistoc que se apenas a determinagio do valor de
vitamina A é desejadas a andlise pode ser concluida em um dia para
amosiras aque n3o necessitam de saponificagdo ¢ em dois dias para
amostras que requerem a etapa de saponificaglos além do metodo

descrito por Rodriguezz ot al. simplificado permitir s analise de

viarias amostras simultaneamente.

Considerando os resultados dos itens 4.4i.1., 4.1.2. e
4.2. pode se concluir que o método de Rodriguez et al. simplifica-
do ainda & a melhor opg3o para se determinar o valor de vitamina 4
de frutas e vegetais no Brasil, pais onde o acesso ao CLAE, sol~

ventes de zlta pureza e manutengSo do egquipamento ainds representa

um grande problema.
Embora o metodo COBT (Brubacker gt sl.s i%85) nio tenha
sido avaliado neste trabalhos & evidente que esite método acarreta-

ria uma subestimagio do valor de vitamina A em amostras como o
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TABELA 12: Repetibilidade do método de Rodriguez et al. simplifi-

cado.
" CAROTENGIDES com amnm;t VITAMINICA &
AHOSTRA /3 ~CAROTENG s,s-nwnapnxl-p—cnipremmm A -cmpmxm;;“
pa/el LD ug/el c;m pa/st c.u,tx:
Couve 42,6410,5¢ 1,2
Hasdo 9,7540,85 4,7 2,8688,37 12,8 4,0919,38 8,3

iMédia de 5 determinacgSes.
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mamdo que contem B-criptoxantina, um carotendide conm contribuigio

apreciave] e variavel, dependendo da cultivar, no valor de vitami-

na f.

4.3, Composisgio de carotendides do mamio

4,3.4. Caracterizagioc dos carotendides sncontrados ne manmio

Nove carotendides foram identificados noe mamdo, cujas
caracteristicas encontram-se resumidas na Tabela 13 e as estrutu-
ras apresentadas na Figura 4.

Ds carotendides pR-caroteno, X-caroteno, B.zeacarotenc,
f~carnteno e licopeno {foram identificados baseando-se principal-
mente na ordem de eluigio na coluna (Figuras Sy 6 & 7Y e nos es-
pertros de absorgSo caracteristico (Figuras B: ¢ e 180). A auséncis
de grupne substituintes nos cinco carotendides foi confirmada por
cromatografia em camada delgada de silica gel desenvolvida com 3%
de metannl em benzenos na qual eluliram com a frente do solvente. A
configuracio trans dos pigmentos foi confirmada por reaglo de
totoisomerizagfo catalizada por iodos gque resultou num deslocamen-—

to higpsocrdmica de 4 nm.

#] S,4~monoepoxi- 3 -~criptoxantina foi identificado
inicialmente através de seu espectro de absorgdo (Figura B) e

comportamento na camada delgada. 0O valor de RY de €,42 indicou a
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TABELA 13: CaracterizagBo dos carotendides encontrados em mamio.

CARRTENAIRE NOME SEMISISTEWATICD HAXINOS DE ABSORCAD Rt REACEES
EM £7ER DE PETRoLEQ! QUNICAS
S-curpteno Bri-rarotens 74 448 {(424) &,%8 trang +
I~carotens 74847 :B-tetrahidro-
¥ y¥-carotenc L3 399 377 6499 trans 4
f-zeacarotenn 7b~dihidrog.¥-
caroteno 452 425 485 @98 trans +
¥-garotens p~¥-carateno 488 459 434 8,98 trans +
Byb-ponopponi- Syé~eponi-S.b4-diidro trans +eacet. 4,
B~eristonant ina Ap-caroten-i~ol 470 442 448 9,42 set, —,epor.Dyb 4
A-criptoxantina #yp-carpten-3-ol 476 448 (4240 947 trans ¢+qacet. +
'etn e
anteraxant ina Syb-epani-Dyé-didei-
dro-gA-caroteno- trans +iacet. 4,
3,3-dinl 47¢ 442 448 $yt8 geb, ~epOM.T44 ¢+
licopens ¥ F-raroteno 479 447 442 8,98 trans +
criptoflavina Jelrepoxi~J4B-diidro trans +yacet. +5
A p-caroten-3-ol 451 426 (483} s34 net, -

ip parentesis indica ombro no lugar do pico.

ZYslores obtidos em placas de silica gel ativada por P horas a 519890 ¢ desenvolvida com 3% de se

tano) em benzens.
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FIGURA 4: Estruturas dos rarotendides encontrados em mamio.
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FIGURA %. Separaslo dos carptenbides de mamdo cultivar Comum
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FABE ESTARIONARIA: Hiflosupercel:iMgl ativado (1211}
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FIGURA 7. Separaglio dos carotendides de mamdo cullbivares

Formosa e Tailéndia
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presenga de um grupo hidroxila confirmads pela reagdo positiva a
acetilzsg8o. A presenga do grupo epdxido na posiglo 9,46 foli indica-
da pela mudanga da colorag8o amarela para azuls apds exposiglio da
placa & vapores de HCL e pelo médximo de absorgdc 5 nm mais baixo
que o da pB-criptoxantina. Com adigdo de HOL 251 N ao pigmento
dissolvido em etanaly observou-se um deslocamento hipsocrémico de
2¢ nms refietindo a transformagio do 5:;6 epbnido a 5,8 epbuido.

A identificagio da p-criptoxantina foi conseguida
através dos seguintes pardmetrosi espectro caracteristico do g3~
rarotens (Figura 8), presenga de uma hidroxila em posigloc ndo
alilicas indicada pelo valor de RY igual a ¢.47 & confirmada pelas
respostas positiva a acetilag8o ¢ negativa & metilaglo.

A anteraxantina fol identificada seguindoe o mesmo racio-
cinio wutilizado na identificag¥o do Syé-moncepoxi- p-criptoxanti-
na. Neste caso, o0 baixo valor de R¥ (2,16 2 saida da coluna com
sulventes mais polares, indicaram a presenga de dois grupos hidro-
xilass confirmada pela reagio positiva & scetilassglo.

A presenga de um grupo hidroxila na frag8c identificada
como criptoflavina foi indicada pelo valor de RTf igual a 2.34 e
foi confirmada pela resposta pogitiva 4 acetilaglo. A sua posigio
n3c alilica foi demonstrada pela resposta negativa & metilagBo. A
presensa do grupo epbMideo foi detectada pela mudanga da coloragio
amarela da wancha para azul apds exposigio da placa a vapores de
HCL. Os maximos de absorgdo de 22 nm mais baixos que o0s da f -

criptoxantina confirmaram 3 l1ocalizaglo na posigio S5.8.
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Fazendo um estudo sobre carotendides de mamdo de polpa
amarela, Subbaravyan & Cama (i944) detectaram esses mesmos carote-
nbides com excegSo do BS-zeacaroteno e DJl.é-moncepoxi- B -cripto-
wantinay além de um grande némero de derivados epdxidos do B -
caroteno e f-crirtoxantina e isdmeros cis do p-carpteno em quan-
tidades entre 2,02 2 0,5 ug/g. Ubservando aque no referido trabalho
as amostras foram dissolvidas em etanol e saponificadas a 60’ ¢ par
3¢ minutos seguida de permanéncia durante { noite & temperatura
ambiente e considerando os resultados encontrados no itew 4.1.2.
do presente estudo (efeito da etapa de saponificasgdol)s =2 presenga

dos carctentides epoxidados e ¢is citasda pelos autores torna-se

digcutivel.

4.3.8. Diferengas entre cultivares

&4 comparagic da composigdo de carotendides das auatvo
cultivares de mam8o mais comercializadas no estado de G830 Paulo
pode ser feita através da Tabela 14.

s resultados mostram claraments 2 existéncia de dife-
rengas guali e guantitativa entre as cultivares. O g-zeacaroteno
¢ criptoflavina foram detectados apenas na cultivar (Comums en-
quante o fY~caroteno esteve presente somente nos mamfes cultivar
Snlo. Como ers esperado, foi verificada no mamdo de polpa amarela

{Comum) a auséncia total do licopenocs que nds mamdes de polpa
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TABELA 14: Composiclo de carotendides (ua/g) de mamBes das culti-

vares Lomum, Solo, Formosa ¢ Tailidndia.

CONUK soL0 FORMOSA TAILANDIA
CAROTENGIDE
INTERVALD M 2 DP!  INTERVALD H + ot INTERVALD H ¥ ppl  INTERVALD W ¥ pp!
f~caroteno 8,6-2,%  1,240,% .  0,9-36  2,041.8  8,7-B,%  3248,7  §57-300  2,38807
I~garoteno 0,3-1:7  ,838,5  §,3-2,3 1,419;8' Lof~Be7 1963 148298 2,848:4
g-zeacaroteno  ND 6,2  @,144,8 ND ] Hb W Kb ND
Fogaroteno ] ND 0:2-943  95010,0 KD ND ] ND

Sré-monoeponi-
g-griptokantina £:,8-3,6 2,041,1 TR. H: 8 @y 7-5,8  2.811,4 1,8-2,7 24129,3

A-criptonantina  S5.8-9.%  8,188,7  &,7-12,4 9,422,4  4,8-1L,7 7.,028,4  7.8-12,6 Vy7iL,8

anteranantina L4 D R. TR. Teb-396 2443048 HE -4,3  &4822,9
litopeno NB 1] 14:7-31,0 244045,8 14568946 20,825,1  30.1-47,3 46,984,3
erigtoflaving dud-141  ,B28,3 KD ND N £ 11] uB ND

T0T4L Byh-18,7 13:833,8 27,944, 4 34,2406 27 8-55,20 A0,439,4  Ti,46-67,4 88.345,8

iMédia e desvip padrio de 5 ampstras de cada rultivar, Cada ampstra foi obtida pels howoweneiza-
cZo de 3 o § ¥rutos.

H.itragos
Hh:nio detectade
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vermetha {Solos Formosa e Tail8ndia) foi o carotendide principals
representando respectivamente 61, 56 v 464¥% do total. Nos mamBes
cultivar Comum, houve predomindncia da B-criptoxantina. consti-
tuinde 42X do total de carotendbides. Também a anteraxantina foi
gncontrada somente nos mamdes das cultivares de polpa vermeliha.

Em termos auantitativosy, a maior diferenga observada foi
o alto conteddo de licopeno aprasentado pela cultivar Tailidndia.
Ecta diferenga justifica a sua coloragio vermelha mais intensas
raz3o pela aqual &€ a cultivar preferida pelos consumidores.

Embora uma comparagao direts com o trabalho de Philip e
Chen (4%988) n3o possa ser feitas pois a cultivar nde foi especifi-
raday chama atensdo © elevado conteldo de Ssé-monospoxi- g-cripto-
xantina reportado pelos autores. NAo se pode deidar de observar

também que no referido trabalho, as concentraghes foram calculadas

#m termos de A-caroteno considerando o valor de absortividade da

f-criptoxantina igual ao do p-caroteno.

4,5.3., Efeito geagrafico

Na tentativa de se encontrar uma explicagdo para as
variagbes encontradas entre amostras da mesma cultivar. a

influéncia da regifio de cultive na composisdo de carotendides de

mamdo cultivar Formosa foi investigada.

4 Tabela 15 apresenta as composigles de carotendides dos
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TARBELA 15%: Efeito gepgrafico na composicino de

de

CARGTENGIDE

e ke e T P P T PR S R P R, e e Tk b TR

p-carotensc
I-garoteno

Heb-monoepoxi-
A=criptoxantina

a-criptonantina
anterananting

licopenc

carotenoides (uan/g)
mamio cultivar Formosa.

340 PAULOD BAHIA

INTERVALO  MeBIA + pp! INTERVALD  MéDIA & ppl

Q7 40 154 + 8,5 454~ 8,4 Syl 1 144

141~ 2,7 1+7 &+ 8.6 is1~ 1.8 145 ¢ ¢,3

gyb~ 5.8 3.8 ¢+ 1,3 @7~ 248 1,8 + &,8

496"" 639 5&3 _‘i; i;i 552"‘1137 336 i 2;3

i;&" 139 1;8 i 3;1 835"' 3;6 3;3 t 094
1456"‘2359 1931 i 4;1 2233"29;& 3635 i’ Egé
27,8-37.8 3350 & 4,4 A8, 23442 A7 48 + &4

[P ——————eae E eI T L et e EEE AT

iMédia ¢ desvio padrio de 5 amostras

foi obtida pela homogeinizaglo de 3
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mames cultivados no estado de 530 Paulo 2 no sstado da Bahia.

Qualitativamente, nenhuma diferensga 01 encontradas mas
em termos quantitativos, observou-se nos mamdes cultivados na Ba-
kia conteldos maiores de todos carotenbides com exceglo do Sy&—-mo—
noepoxi~ A ~criptoxantinaa. #As princisais diferengas foram nos
teores de pA-caroteno (.1 vs 1.4 ug/g), de pA-criptoxantina (8446
v 33 ugle) e de licorpeno (6.8 vws 19:1 ug/wls sugerindo que 2
temperatura favorece a sintese desses carotendides.

Resultados semelhantes foram encontrados por Padula ¢
Rodriguez—-Amaya (19846 que observaram aue goiabas da regifio guente
do nordeste brasileiro eram mais ricos em Sg-caroteno que as goia-

bas cultivadas em S8o Paulo.

4.3.4, Comparagio do valor de vitamina A .

0s valores de vitamina A das quatro cultivares de mamio,
hem como a porcentagem de contribuiglo de cada provitamina estip
spraesentadas na Tabela 16.

s principais carotendides precursores de vitamina A& do
mamioc s¥o o p-caroteno (100X de atividade) ¢ a pg-criptoxantina
{50% de atividade). Nos mamBes cultivares Comum, Solo, Formosa
{(S%0 Paulo) e Taildndias, a p-criptoxantina foi o eprincipal con-
tribuintes representando respectivamente 68,4635 53,75 44.3 e 3B,7X

do total do valor de vitamina A, enquanto na sultivar Formosa
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TABELA 14: Comparagio do valor de vitamina # de auatvo cultivares

de mamio.

A Y . = e S e W b el W A A S Ak sl i s bt e e S e e ot ek o A AR AR L U WAL LA S A AL - A T U R O Y W e e T T v ek TR i e ek e b ke i e e i i dam a2

EULTIVAR PROVITAMINA A (¥ CONTRIBUICAD) VALOR VITAMINA al

e b — v — - b

Lomum f-caroteno {iB,2%), p-zeacarotenc (9,5%},
Sed-monoepoxi-A-criptoxantina (144BX¥.p-crip-
toxantina (69,6%), criptoflavina {3,%X}

Bolo A~carotena (34.9%) P ~carotenn (1.4%3s 5.6

monoepoxi-p-criptoxantina {tr.)yg-cripto-
xantina (43,7%)

Faormosa- g-taratenc (23,7X}, Dsé~ monoepoxi-p-crip~
530 Paulo toxantina (31,8%).A~criptonantina (44,5%)

Formosa- A-~caroteno (52:4%)s S26~ monoepodi-A~crip-
Bahiz toxantina (1@,3%).f-criptoxantina (37,:2%)

Tailindia f-carotenc (28,4%): 5,6~ monoepaxi-g-crip-
toxantina (i2:9%)sp-criptoxantina (58,7X%)

e A L T i Ban Sy Y e ek e v e e v i Py i

iMgdia e desvio padrio de 5 amostras. Cada amostra foi ohtida
zac3o de 3 ou 5 frutos.

tr.: tragos
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{Bahia)s; o principal contribuiante foi o fA-caroterno {(52.4% do
total). 0 pA-carotbteno também ceontribuiu de forma significativa nos
mamBes cultivares Comumy Splo, Formosa (58c Paulp) e Taildndia
(18,23 34;93 23,7 e PB,4% do total, respectivamentels enquanto a
contribuig3o do Ssb-monoepoxri- A -criptoxantina foi apreciavel
nos mamdes cultivar Formosa de S3o Paulo (3148% do totall.

A iocalizaglo do garupo epédxido na posigdo 536 e n8o na
5'y6' foi confirmada por Godoy et al. (1989) através de espectro-
mefria de massa e ressonincia magnética nuclear, demonstrando que
o composto possue stividade vitaminica A de aproximadamente 384,
pois © epoxido se encontra no anel com hidroxila na posig3o 3y
deixando livre um anel p-ionona.

Uma vez que o menor € o maior valor de vitamina A foram
dados pelos mamBes cultivar Formosa de 530 Paulo e Bahiay respec-
tivamente, observou-se que a influéncia da regiloc de cultive foi
maior que a causada pela diferenga de cultivares.

fis grandes diferengas entre cultivares ndo se refletiram
no  valor de vitamina & porque a maior variagBo entre cultivares
foi no contefdeo de licopeno, um carotenbide gque ndo apresenta ati-
vidade vitaminica. Maiores diferengas de valor de vitamina A entre
cultivares foram verificadas em manga por Godoy e Rodrigugz-Amasa
{i98B8) & em aboboras e morangas por Arima e Rodriguez-Amaya (1788
asb).

Recentemente, Speek et al., (1988) determinaram por CLALE,

a concentragio de p-caroteno de vegetais ¢ frutas da Taildndia,
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dentre eles mamdes maduros (cultivares e nGmero de amostras apali-
sadas nio especificadas). Um conteddo de p-caroteno de 0,38 ug/g
2 valor de vitamina 4 de 97 RE/12@g9 foram reporiados., 0 teor de g-
carcteno assim como o valor de vitamina A s8o muito menores que as
roncentragles e valores encontrados neste trabalho (946 a 841 ug/g

2 FB.8 3 193:4 RE/109g respectivamentel.

4.4, Composig¥o de carotenbdides @ valor ds vitaminzg A de tcajd

No caja foram identificados sete carctenbides, cujas
caracteristicas est3o resumidas na Tabela 17 e as estruturas
apresentadas na Figura 1i1.

A primeiva frag8o foi identificada como o ~Ccargteno
através da ordem de eluig8o na coluna (Figura 12} 2 do espectro de
absorg8o caracteristico (Figura 13). A ausféncia de grupos substi-
tyintes foi confirmada por cromatografia em camada delgadas de
zilics gel desenvolvida com 3% de metanol em benzenos na qual
eluiu com a frente do solvente. A configuragdo Lransg do pismento
fpi confirmada apds reaglo de fotoisomerizagido catalizada por
iodo, aue resultou num efeito hipsocrdmico de 4 nm. Esta confir-
magio afastou 3 possibilidade da primeira fragio ser isdmero Ggis
dog pg-carcteno.

A segunda ¢ terceira fraglo foram identificada como f-

caroteno e T-rarntenc, respepctivamente, seguindo os mesmos cri-
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TABELA 17t Caracterizacio dos carotendides encontrados em caja.

i

CAROTENGIDE NONE SEMISISTEMATICO MAXINOS DE ABSORCKS Ri2 REACGES
EM €TER DE PEVRSLEDE QUERICAS
s-caroteno fi-yé-carpteno 476 A4 419 &,98 trans +
A-garotenc p-sh~carotens 76 448 (20 8,99 trans +
1-zaroteno 75837 48~ tetraidro-
¥~ ¥-carotens 23 a9 377 £,99 trans 4
zeinoxantina A -é~caroten-3~0l 474 443 429 .47 frans +y acet. +,
et -
periptoxanting fyp-caroten~3-ol 476 448 {(424) &,4% frans +jacet. ¢4,
let. -
criptatlavina Ss8~epoxni-5,8-diidrs trans +gacet. ¥,
- yB-caroten-3-ol 435 426 (48} 8,34 wet. -
luteina A s¢-caroten-3,3~dinl 449 442 422 8,8 trans +yacel. +

aet. ¢

ig parentesis indica owbro ao Jugar do pico.

fuatores obtidos em placas de silica gsel ativada por 2 horas a 11890 o desenvolvida com 3% de we~

tanol em bhenzano.
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FIGURA 14: Estruturas dos carotendbides encontrados em caja-
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FASE ESTACIONARIA: HiflosuperceliMgl (2211}

FASE MOVEL: oradiente de éter etilico ou acetona em eter

trdleo

luteina

criptoflavins

‘il

SR
e B

prcriptoxantina i

hr
S

zeinoxant ina EAGREINE

%ﬂvyéwhﬁ
Rt B
ok g Bt s
T

amarelo~

iaranja-

laranjia~-

amarelo-

pe-

acetona

{8% acetona

190% acetona

£¥% acetona

S~caroteno amarelo claro- 4% &ter etilico

g~carctenc laranja rosado~ 2% éter etilico

o ~caroteno  amarelo~ &ter de petrbleo

£ICURA 12. Separagdo dos carotenbides de caid.
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térins utilizados na identificaglo destes pigmentos no mamdo.

& quarta fraglo apresentou o espectrn caracteristico de
um carotendide com estrutura basica do «-garoteno (Figura 13). 0O
RY de @,47 na camada delgada indicou a presenga de uma hidroxilay
que foi confirmada pela rea¢do positiva 3 acetilaglo. Pela locali-
zat3o desse grupo no anel pA-ionona, demonstrada pela resposta
negativa & metilaglo com metanol acidificadeps o pigmento Jfoi
identificado como zeinoxantina.

A quinta e senxta fragdo foram ideatificada como A-Crip-
toxantina e criptpflavina, respectivamente. seguindo os mesmo ra-
cincinio utilizado na identificalp destes carotendides no mamdo.

& Gltima fragio foi identificada como luteina através do
sgpectro de absorgdo caracteristico (Figura 13), ordem de saida na
coluna e comportamento cromatografico em camada delgada. A presen—
¢a de dois grupos hidroxilas indicada pelo valor de Rf igual =2
i1, foi confirmada pela resposta positiva & acetilaglo. A posi-
g30 alllica de uma das hidroxilas foi confirmada epela resposta po-
sitiva & metilag8o,s resultando em um composto com caracteristicas
de um carotendide monohidroxilado.

Em termos quantitativos, o cajd apresentou um conteddo
total de carotendides de 25,8 ug/g, sendo o pigmento mails
abundante a A-criptoxantina, constituindo 44X do total.

além da p-criptoxantina gque mais contribuiu no valor de
vitamina A, eaquivalente a 74% do total, foram identificados trés

outros carotenbides com atividade vitaminical «-carotenos pA-ca-
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roteno & criptoflavina.

Considerando que o taja também e’ consumido $€m  CRSCAs
Ppi realizada uma determinagio para avaliar o efeito da remogio da
casca no conteddo de carociendides e valor de vitamina A.

Em termos qualitativo esta operagidn ndo causou nenhuma
alteragio, no entanto reduziu a concentraglo total de carotenbides
de 55,8 para 173 ug/g (Tabela 18). Individualmente, observou-se
um zumento moderado nos teores de os-carptensy p-caroteno e luteil-
na £ uma grande redugios, aproximadamente S8¥%,; de A-criptoxanti-
na. Isto nos leva a supor que no cajd, o #-~garoteno, pA-caroieno
@ luteina estio mais concentrados na polpas, ennuanto = fA=-cripto~
wantina estd mais concentrada na €asca.

Em termos de valor vitaminico, 2 remogdoc da casCa Causou
um decréscimo de 1.B67 para 1.358 UI1/100a3, sugerindo aue em termos
hutricionais ¢ melhor se consumir o caja com a cascas além de
proporcionar melhor rendimento (Ba/fruto vs 2g/frutol.

Em termos analiticoss = andlise do caja demonstrou a
eficiBncia e precisfo da coluna empacotada com MgOibhiflosupercel
na proforgio de 1:2 na separaglio dos carotendides. A separagdo de
carotendides com polaridade semelhantes como o-caroteno e fB-
caroteno e zeinoxantina e pA-criptoxantina pode ser obtida sem re-
cyromatografia. A separaslo precisa destes carotenbides & importan-
te para o talculo exato do valor de vitamina A, visto que o e~

carateno apresenta apenas 50% da atividade do p-carotenc e 3

zpinoxantina & inativa.
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TABELA 18: Composig3o de carotendides (ug/g) e valor de vitamina A

(U1/109g) de caja.

- A — iy et P T T b Wk Mk WP . e e St A AR PR e e e ek ik WA S Y e e ek btk A WAL AOR R e R R D AR S S o e e b L M e s

CARDTENDIDE/ POLPA COM CABCA

VALOR VITAMINA A  ——==—m—————mem—mmmm o oo

#a~caroteno @,4- 1,3 2,9
g-caroteno 1,85~ 1,9 1,4
¥~caroteng Q,i— @.4 @,3

zeinoxrantinag 3,7~ 5.9 4,3
g-criptoxantina 13,46-19,2 16,5
criptoflavina 2,%- 2,95 1.8
juteina ¢.8- 0.7 2,4
TOTAL 21,7-28,0 B3,9
VALOR VITAMINA A 15751992 18467

L3 I+ 1+ i+ i+ 14

i+

3,9

169

iMedia e desvio padr3c de 4 amostras.

homogeneizaclo de 5 a 7 frutos.

“nNeterminacdo de ¢ amostra obtida pela homogeneizacho
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N} : nBo detectado

B?

Cada amostra foi

phtida pela
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& identificaglo da zeinoxantina exige um maior cuidado
para ndic ser confundida com = A-criptoxantina que @ am
carotendide ativo. lg acordo com Rodriguegz-Amaua (19895, =
confusio em relaglo a estes dois carotendides monohidroxilados e
arandes tanto que muitas vezes até seus nomes aparecem trocados na
jiterstura. No caso do cajids s¢ 3 zeinoxantina fosse erroneamente
identificsda como A-criptoxantina haveris uma superestimagdc do

valor de vitamina @& de 19 e 11i% para polpa com casca e polpa  sem

casra, respectivamente.
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CONCLUSBUOES

A acetona & o solvente de extragio mailis eficiente. A adigdo de
agpntes antioxidantes ¢ neutralizantes na etapa de extragldo ¢é
desnecessiria gquando as amostras s8o analisadas logo aobs 3

sun desintegragio.

0 procedimento de saponificasdo realizado com sclusdo metand-
lics de KOW 19%, por uma noite e 3 temperatura ambiente hidro-
iisou eficientemente ps  ésteres de carotendis e aspresentou
melhor retengio dos carptendbides.

Os procedimentos de saponificaglo 3 gquente causaram perdas de
carotentides o provocaram a formagso de derivados gis e

epoxidados.

A etapa de saponificagdo ¢ desnecessaria para determinagio da
composici3o de carotendides p valor de witamina A por ¢romato-
grafia emcoluna aberta de amostras como & couve, mas indispen-

savel para amostvas como © mamda.
0 método da A0AC & inadequado para determinaglo do valor do

valor de vitamina A porgque o volume do solvente de extragio é

Fixos: 0% carotentiides menos ativo ou inativos s8o igualmente

21



quantificadps como AB-carpteno g os carotendides ativos podem

ser desconsiderados.

0 método descrito por Rodriguez et al. (1%976a) simplificado
para determinagio do valor de vitamina A mostrou ser o maisg
apropriado & versatil porgque o veolume de solvente de extraglo
¢ ajustado a0 tiro de amostra, permite a separagfo de todas
provitaminas, considera apenas 05 carotendides ativos & suas

respectivas atividades & apresenta hoa repetibilidade.

NO mam3o foram identificados nove carotentides: B-tarontend,
$ ~carotenos p-zeacarotenos Y-carotenos Jyé-monpoepoxi- A-Crip-
torantina, g-criptoxantina, anteraxantinas criptoflavina e 11i-
capeno. 0 valpr de vitamina A variou de 988 a 1.934 Ul/180g,

sendo 0S principais precursoress o pg-carsotenos e a g-cripto-

wantina.

&s composigdes quali e gquantitativa de carotendides de mam3o
variam de acerdo com a cultivar. 0 p-zeacaroteno e criptofla-
vina apareceram apenas na cultivar Comum ¢ o ¥-carotenoc sb na
cultivar Solo. 0 licopeno e anteraxantina forams3c encontrados
somente nos mambes de polpa vermelha (Solo, Formosa e Taildn-
dia). O pigmento principal da cultivar Comum <{(polpa amarela)
foi a p-criptoxantina, enquanto nas cultivares Bolos Formo-

sa e Faillndia {(polpa vermelha) foi o licopend.
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A regifio de cultivo também influencia no conteddo de carote-
ntides. MamSes “Formosa’ cultivados na Bahia apresentaram teo-
rec maiores de carotendidess especialmente de fA-carotenos que

acarretou um valor de vitamina A marcantemente superior que

die produzidos em 883¢ Paulo.

No cajd foram identificados sete carotendides: «-caroteno, B -
carotenos J ~carotent, zeinoxantinas pA-criptoxantinas cripto-
flavina ¢ luteina. A A-criptoxantina foi o pigmento princi-
pal & 0 que mais contribuiu no valor de vitamina A (4847 U1/

120g). & remogdo da casca CAUsOU UM3 redusio de 28% no valor

de vitamina A.
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