CAROTENOIDES E VALORES DE VITAMINA A

DE VERDURAS FOLHOSAS: METODOS ANALI-

TICOS, INFLUENCIA DE ALGUNS FATORES
E COMPOSICAO EM VERDURAS FOLHOSAS

NATIVAS

( )g’/ /5“ 4/'7



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS

CAROTENOIDES E VALORES DE VITAMINA A
DE VERDURAS FOLHOSAS: METODOS ANALI-
TICOS, INFLUENCIA DE ALGUNS FATORES
E COMPOSICAO EM VERDURAS FOLHOSAS
"NATIVAS

ADBRIANA ZERLOTTI MERCADANTE

Engenheira de Alimentos

Orientadora

Dra. DelLIA RODRIGUEZ-AMAYA

Tese apresentada a Faculdade de Engenharia de Alimentos, UNICAMP,

para a obteng3o do titulo de Mestre em Ciéncia de Alimentos.

1989
s Ll o : - ..
(‘9 - & e Wi (s N A R /,a A =y g e sl i o w e s (T/\/f‘:
st . ) A : - / ‘ e
_//(J </'.<?/' et t«/_/(‘»_.,/{/(/"f» o €L '(.’2\ B /} 7 //,‘-:’; ’z/(fAi A /5;(,‘1 A 17//, s et et
: - s

A 2L :,(Ia, ~< <l Aread (e el S G P it T />% el ¢
s Qg&zﬂféﬁ S oS s ST

s . ) o
- T s e el | N R e e o
4

UNICANMP

VA -
Ny & /( & BIBLIOTECA CINTRAL




A minha m3e, Leila

as

minhas irmas.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Délia Rodriguez-Amaya, pela valiosa orienta¢3o, pacién-

cia, constante disponibilidade, e por sua amizade.

A Profa. Gabriela Stangenhaus, pela analise estatistica realiza-

da.
Ao Prof. Paulo A. Bobbio por permitir a utilizac3o do espectrofo-
tdmetro no laboratdrio de Quimica de Alimentos durante todo o

trabalho.

Ao pesscal do laboratdrio de Andlise de Alimentos, em especial a

Helena, que de umz forma ou de outra contribuiram durante todo o

trabalho.

A LUNICAMP, pela bolsa Incentivo Académico e pelo suporte finan-

ceiro da pesquisa.

A CAPES, pela bolsa de pos—-graduacio.

Ao CNPq, pelo suporte financeiro da pesquisa.

A ABIA, pelas copias desta tese.



iNDICE

INDICE DE TABELAS . . . . e e

INDICE DE FIGURAS . . . .. e

RESUMO. ... . .. e e e e e e

SUMMARY .« o o o o e e e e e

1.

INTRODUGCARD . . . e e

REVISX0 BIBLIOGRAFICA

2.1. Carotendides e suas fungdes. .....................

2.2. Composicio qualitativa de carotendides em folhas.

2.3. Métodos para a determinacZo de carotendides em
verduras folhosas.................. .. .. ... . .. ...

2.4. Fatores que influem na composicéo de carotendides

em verduras folhosas. . . ... .. . . e e e

MATERIAL E METODOS

3.1. Materiais. . ... ... e

3.2. Método de Rodriguez et al. (19746 a)................
3.2.1. EXtracao. . . .. e
3.2.2. Cromatografia em coluna. .. ................
3.2.83. Identificacd3o. ...... ... ...

vi

viii

xi

oot

003

0907

212

oce

ees

026

027

028

029



3.2.4. Determinacg3o quantitativa.................

3.2.5. Calculo do valor de vitamina A............

Metodo de Simpson et al. (1987)......... ... ... ...

3.3.1. Extrac¢io

3.3.2. Saponificacio. . . ... . e e

3.3.3. Cromatografia em coluna, identificac3o e

quantificacdo. ... ...

Método de fase reversa modificado......... s

3.4.1. Extracio

3.4.2. Cromatografia em coluna, identificacao e

quantificagao. . . . . . e

Analise de outros vegetais e frutas..............

Avaliacio da recuperacao de beta-caroteno........

Anzalise ectatistica. . . .. i e

RESULTADOS E DISCUSSAD

4.

1.

Comparacio entre metodos que utilizam coluna aber-—

ta de fase normal e reversa. ... ... ... ...

4.1.1. Recuperacioc de beta-caroteno padr3o.......

4.1.2. Comparac3o entre trés métodos para a deter-

minag3o de pro-vitamina A em verduras fo-

lhosas. .

4.1.3. Analise qualitativa de outros vegetais e

Composicio qualitativa de carotendides em verduras

folhosas verdes

TR

031

031

03e

032

233

033

034

034

035

036

037

838

039

039

943

046

051



4.3. Influéncia de cultivar, estag3o do ano e de condi-
cOes de cultivo em couve............ .

4. 4. Composicio quantitativa de carotendides em verdu-
ras folhosas nativas. . . .. ... . i e

8. CONCLUSOES . . . . e e e e e s e e e e e
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS . . . . . s s e
ANE XGOS . . . . e e e e e e e e e e e e e

LiL

060

080

095

097

115



iNDICE DE TABELAS

Composicio qualitativa de carotendides em folhas.....
Recuperagiao de beta—caroteno...  .....................
Compara¢ao entre metodos para a determinacso de pro-
vitamina A em verduras folhosas......................
Caracteristicas dos carotendides presentes em verdu-
ras Tolhosas Verdes. . .. . ... it i e e
Composicio de carotendides e valor de vitamina A de
couve manteiga, colhida no ver3o, proveniente de hor-
ta natural . ... ... e e
Compo;icio de carotendides e valor de vitamina A de
couve manteiga, colhida no verao, proveniente.de hor-
ta convencional....... I
Composi¢cio de carotendides e valor de vitamina A de
couve manteiga, colhida no inverno, proveniente de
horta natural . ... ... e
Composigao de carotenéidés e valor de vitamina A de
couve tronchuda, colhida no ver3ao, proveniente de
horta natural . ... ... e
Composicio de carotendides e valor de vitamina A de
couve tronchuda, colhida no inverno, proveniente de

horta natuvral . . . ... e e e e

IRV

Paaina
209

041

044

052

062

063

064

065

066



io.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Composicio média de carotenoides e valor de vitamina

A de couve cultivar manteiga

Composic3o de carotencdides em

.......................

viridis L. ) .. e e e e e e e

Composic3o de
pseudodidymum
Composi¢cao de
esculenta L.)
Composicao de
oleraceus L.)

Composig3o de

e R T T T Y

Oleracea L. ) . . . . e e e e

Valor de vitamina A das cinco

077

086

087

088

089

090

093



IiNDICE DE FIGURAS

Caminho biossintético dos carotendides em plantas

Separa¢io de pro-vitaminas A em verduras folhosas por
trés metodos. .. .. ... ...
Separag¢io de pro-vitaminas A em abdbora cultivar me-

nina verde por trés métodos. ... ... ... .. ... ... ...

Separacio de pro-vitaminas A em tomate por trés méto-

Separa¢c3o de pro-vitaminas A em mamdo vermelho por
trés métodos. ... ...
Estruturas dos carotendides identificédos em verduras
folhosas verdes....... T I
Separacﬁo dos carotendides de verduras>folhosas ver-
des em colUuna. . .. . . ... e e e ;...
Separaciao dos carotendides de verduras folhosas em
placa de silica gel desenvolvida por 3% de metanol
BN ZeNO . . . . e e e e e e e e e
Separac3o de carotendides de verduras folhosas em
placa de silica gel desenvolvida por 30X de acetona

em eter de PetroOlen. . . . o e

i

Pagina

010

045

047

048

250

®33

054

833

035



io.

11.

i2.
13.
14.
15.
i6.
17.
i8.
19.
20.
21.

e2e.

Espectros de absor¢do em éter de petrodleo de (—)

F— caroteno e zeaxantina, (---) X-criptoxantina e lu-
teina, (...) violaxantina........ ... ... . . ... ... ... ..
Espectros de absor¢3o da violaxantina em etanol 25%
(---) e apds adig¢do de.HCl O, IN (===)_ .. . ... .. ... ...,
Comparacio dos teores de P—caroteno em couve.........
Comparagao dos teores de zeaxantina em couve.........
Comparac3o dos valores de vitamina A em couve........
Cbmparacﬁo dos teores de luteina em couve............
Comparagao dos teores de violaxantina em couve. ... ...
Comparac¢io dos teores totais de carotendides em couve
Distribui¢3o dos carotendides em caruru . ............
Distribui¢i0 dos carotendides em mentruz ............
Distribui¢io dos carotendides em taioba .............
Distr}buicﬁo dos carotendides em serralha ...........

Dictribuigio dos carotenoides em beidroega ..........

VL

057

059

067

068

069

079

071

e7c

081

e8e

083

084

983



RESUMO

Devido ao alto custo de cromatografia liquida de alta
eficiéncia, propoe-se o uso de fase reversa C-1B8, como adsorven-
te, em coluna aberta, como alternativa para paises do terceiro
mundo. Foram comparados, ent3o, métodos utilizando coluna de fase
reversa desenvolvida com acetonitrila:metanol: cloroférmio (Simp-—
son et al., 1987) e também por acetona:agua (fase reversa modifi-
cado), e coluna de MgO0:hiflosupercel (fase normal) desenvoivida
por concentracBes crescentes de acetona em éter de petrdleo (Ro-
driguez et al., 1976). As porcentagens de recuperacio do f—caro-
teno nas‘colunas foram 98, 96 e 98% e do procedimento analitico
com;leto (G—caroteno adicionado a cohve) 92. 89 e 92 %, respecti-
vamente, para os métodos de Rodriguez et al., de Simpson et al. e
de fase reversa modificado. N3o houve diferenca significativa en-—
tre o método de fase reversa modificado e o de Rodriguez et al.
quanto a quant;dade de pro-vitamina A (exclusivamente F~caroteno)
em verduras folhosas. Ja o de Simpson et al. apresentou um teor
significativamente menor de P—caroteno. A coluna de fase normal
foi a Unica capaz de separar todos os carotendides. Para alimen-
tos que contém outras pro-vitaminas A, além do (-caroteno, a and-
lise torna-se ainda mais complexa. Para abobora, os dois tipos de

adsorventes podem ser usados para separar X- e P—caroteno; en-



quanto 4que para tomate e mami3o vermelho, o uso de fase reversa
n3o €& recomendado devido a presenga de licopeno que se mistura
com @—caroteno, embora ocorra a separagao de F-criptoxantina.
Mais uma vez, somente a coluna de MgO:hiflosupercel permite a de-
terminacio da composicio completa de carotendides.

Os efeitos de diversos fatores na composicﬁo de carote-
ndides foram avaliados utilizando o método de Rodriguez et al. em
amostras de couve. 0Os seguintes resultados féram obtidos: i-a4
cultivar tronchuda aprecsentou maior concentrag3o de P—caroteno e
valor de vitamina A, e menor de zeaxantina que a manteiga no in-
verno e verao; 2-0s teores de luteina , violaxantina e total de
carotendides foram significativamente maiores na cultivar tron-
chuda apenas no verao; S—F—Caroteno. valor de vitamina A e zea-
xantina apresentaram-se significativamente maiores no inverno nas
duas cultivares; 4-0s teores de luteina e total de carotendides
for;m também maiores no inverno na couve manteiga; 5-0 conteddo
de wviolaxantina apresentou-se maior no ver3o na touve tronchuda;
6-0s teores de e-caroteno, luteina, zeaxantina violawxantina, to-
tal de carotendides e valor de vitamina A de couve manteiga pro-
veniente da horta natural foram significantemente maiores que os
da horta convencional, que utilizou herbicida e inseticida.

Foi também determinada a composicdo completa de carote-
néides em cinco verduras folhosas nativas brasileiras. A luteina
esteve presente em maior quantidade, perfazendo 59, 58, 61, 60 e
54% do total em caruru, mentruz, taioba, serralha e beldroega,

respectivamente. 0Os teores de P—caroteno e valores de vitamina A



foram 109,85 e 1838,1; 84,465 e 1410,8; 67,32 e 1123,0; 62,B6 e
1050,0; 29,79 ug/g e 499 ,3 RE/100g, respectivamente. As xantofi-

las X-criptoxantina, violaxantina e zeaxantina também foram quan-

tificadas.



SUMMARY

Considering the high cost of HPLC, the use of prepara-
tive C-18 packing material as stationary phase 1in classical open
columns has been proposed as an alternative for the third world.
In the present study, three methods were cémpared, two utilizing
C-18 reverse phase columns developed with CHRCN:MeOH:CHCl3 (Simp-
son et al., 1987) or with decreasing concentrations of water in
acetone (modified reverse phase method) and one utilizing the
normal phase MgD:HylfoSupercel column, developed with increasing
concentration of acetone in petroleum ether (Rodriguez et al.,
1976) . Percent recoveries of €~carotene from the columns were 98,
94 and 98% and of the entire analysis (€~carotene added to kale)
92, B89 and 92%, respectively, for the Rodriguez et al., Siwmpson
et al. and the modified RP methods. No significant difference
was observed in the provitamin A contents (exclusively P—carote—

ne) of 2 leafy vegetables obtained by the modified reverse pha-

se and normal phase methods. Significant]g lower values  were
obtained by the method of Simpson et al.. Only the normal phase
column was capable of separating all constituent carotenoids.

The situation became mare complicated when samples containing

other provitamins were analyzed. For squash the two types of
stationary phase could separate - and F—carotene. For tomato and

red-fleshed papaya, part of lycopene remaind mixed with P—caro—

X\



tene, although F—crsptoxanthin was separated. Once again, only
the tMgO:HyfloSupercel permitted separation of the different ca-
rotenoids.

The effects of certain factors on the carotenoid compo-
sition were evaluated utilizing the method of Rodriguez et al.
and kale as sample. The following results were obtained: 1-The
cultivar "tronchuda” presented higher concentration of @-carotene
and vitamin A value and lower zeaxanthin than the cultivar “man-
teiga” during both the winter and summer seasons; 2-The 1lutein,
violaxanthin and total carotenoid levels were significantly

higher 1in tBe cultivar "tronchuda®” but only in the summer; 3-
G—Carotene, vitamin A wvalue and zeaxanthin were significantly

higher during winter in both cultivars; 4-The lutein and total
carotenoid levels were also significantly higher in the winter in
the kale “"manteiga’; 5-Violaxanthin was significantly higher in
the’ cultivar “tronchuda®” in the summer; é-Significantly higher
levels of G—carotene, lutein, zeaxanthin, yiolaxanthin, total

carotenoid and vitamin A value were observed in the kale ‘“man-
teiga” cultivated on a “natural” farm as compared to a convencio-
nal farm whi&h utilized herbicide and insecticide.

The complete carotenoid composition of five native
Brazilian leafy vegetables were determined. Lutein was the
principal pigment, accounting for 59, 58, 61, 60, and 54X of the
total in “caruru", "mentruz’, "taioba", “serralha" and "beldroe-
ga", respectively. The P—carotene contents and vitamin A values

were 109,85 and 1838,1; 84,65 and 1410,8; 67,32 and 1123,90; 62,86

e .

XL



and 1050,0; 29,79‘pg/9 and 499,3 RE/100g, respectively. The
xanthophylls o-cryptoxanthin, violaxanthin and zeaxanthin were

also quantified.
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1 . INTRODUCAD

No Brasil, pesquisadores da area de analise de alimen-—
tos e nutrig3o vém chamando a atenc3do para que estudos sejam rea-
lizados no sentido de se obter dados referentes é_composicﬁo vi-
taminica de alimentos nacionais. As tabelas utilizadas no pais
<30 provenientes do exterior, nao refletindo assim a realidade
brasileira. No caso de pro-vitamina A, a situa¢c2o € mais grave
ainda, uma vez que o0s valores presentes em tabelas internacio-
nais s30 duvidosos devido a complexidade da metodologia analiti-
ca. Ao mesmo tempo que se procura corrigir o0s erros dos metodos
existente;, faz-se necessario o desenvolvimento de metodos mais
sim;les, rapidos e economicos.

A composicio de carotendides e o valor de vitamina A de
varios alimentos nacionais ja foram determinados em nosso labora-
torio (Cecchi & Rodriguez-Amaya, 1981a, b; Rodriguez-Amaya et
al., 1983; Padula & Rodriguez-Amaya, 1986; Kimura & Rodriguez-
Amaya, 1987; Ramos & Rodriguez-Amaya, 1987; Godoy & Rodriguez-
Amaya, 1988 e Arima & Rodriguez-Amaya, 1988 a,b).

A atividade de vitamina A de alauns carotendides e de
grande importdancia para palises em desenvolvimento, onde a defi-

ciéncia de vitamina A € considerada um sério problema nutricio-

nal . Em muitos paises em desenvolvimento, onde o custo dos ali-



mentos de origem animal € alto, a contribui¢3o de carotendides

provenientes de vegetais e frutas € ainda mais significativa (Ro-

driguez-Amaya, 1985). A utilizac3o de verduras folhosas na ali-
mentac3o humana deve ser incentivada, porque s3o fontes altamente
ricas em pro-vitamina A em comparagdo com frutas como goiaba, ma-
m3o, manga e tomate, além de serem disponiveis praticamente o ano
inteiro.

A determinac3o da composic3o completa de carotendides
tambem € necessaria, pois estudos recentes indicaram que os caro-
tendides, n3o apenas os que possuem atividade pro-vitaminica A,
exercem agoes anti-cancer e anti-dlcera gastrica (Matthews—-Roth,
1981 e 1985; Javor et al., 1983).

Embora a tendéncia dos carotendides em variar qualita-
tivamente e quantitativamente em func3o de fatores naturais e ge-
nét;cos tenha sido muito citada na literatura, ha pouquissimos
trabalhos que quantificam estes efeitos.

o presenfe estudo teve como objetivos: i-desenvolver um
método rapido e relativamente barato para a determinac¢3o de pro-
vitaminas A; 2-avaliar metodos para a determinac3o de carotendi-
des e prd-vitaminas A por cromatografia de coluna aberta; 3-de-
terminar e avaliar a influéncia :de fatores como cultivar, condi-
¢oes climaticas e de cultivo no teor de carotendides em hortali-
cas folhosas;e 4-determinar o contelddo de carotendides e valor de

vitamina A em verduras folhosas nativas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CAROTENGSIDES E SUAS FUNCGES

Os carotenodides s3o pigmentos amplamente distribuidos
na natureza, sendo encontrados em fungos, bacterias, animais, em
todos os tecidos de plantas verdes e também em partes de plantas
nso ?otossintéficas como frutas, flores, sementes e raizes (Simp-
son & Chichester, 1981).

Nas plantas, somente as agbes dos carotenéidés como
pigmento auxiliar. na absorc¢3o de energia para a fotossintese e
como agente fotoprotetor da clorofila est3o completamente eluci-
dadas. No entanto, outras funcdes tém lhes sido atribuidas:
transportadores de oxigénio (a¢3o dos epdxidos), cofatores de
reacdes fotossinteticas, fototropismo e fotorecepcdo (Krinsky,
1971 e Whittingham,1978). A presenca de carotendides nas fJores
serve, ainda, para atrair insetos para a polinizacdo (Klaui &
Bauernfeind, 1981).

No homem, a fungio universalmente conhecida € a ativi-
dade pro-~vitaminica A de alguns carotendides. As prd-vitaminas A
constituem a maior fonte de vitamina A da dieta, contribuindo com
uma media de 68% mundialmente e 82% nos paises em desenvolvimento

(Simpson, 1983). Para atuar como precursor de vitamina A, o caro-



tendide deve possuir pelo menos um anel F-ionona nio substituido,
com cadeia lateral poliénica com no minimo 11 carbonos.

Heywood et al. (1985) avaliaram a possivel toxidez do

F-caroteno e constataram a auséncia de propriedades mutagénicas,
embriotoxidade, interferéncia na reproduc3o e tumorgenicidade. Jd
a ingest3o de vitamina A em excesso (hipervitaminose A) € ampla-
mente conhecida como nociva a saude.

Recentemente o0 interesse em carotendides e vitamina A
como agentes potenciais inibidores de cancer tem aumentado. Mat-
hews—-Roth (1985), numa revis3o de diversos estudos epidemioldgi-
cos em seres humanos, verificou que em 33 artigos publicados, com
excess3o de 4, foi confirmada a relagl3o inversa entre a ingestao
de vegetais contendo carotendides e a incidéncia de ca@ncer. Ainda
eﬁ estudos epidemiologicos em seres humanos, Peto et al. (1981) e
Shekelle .et al. (1981) relataram que o responsdvel pela diminui-
¢50 do risco de cﬁncer.de pulm3o era o @—carotenp e ndo o reti-
nol, ambos provenientes da dieta. Mais recentemente, Colditz et
al. (1985) demonstraram-qué o aumento na ingestlo de carotendides
em idosos protegia-os contra o cancer.

Os carotendides s3o0 sequestradores de oxigénio ‘“sin-
glet” e radicais livres, o que os torna protetores dos 1lipides
contra a oxida¢So, embora as custas de sua prdpria destruigdo
(Burton & Ingold, 1984). Baseado nesta propriedade, surgiu a hi-
potese que o e-caroteno pode impedir o inicio de reagOes danosas,
como a oxida¢3o0 dos lipides, e atraveés deste processo proteger

contra a formag3oc de ciancer (Oberley & Buettner, 1979 e Ames,



1983) .

0s carotendides preveniram ou retardaram o crescimento
de tumores de pele, em ratos, induzidos por raios UV-B. Os pig-
mentos sem atividade prod-vitaminica A n3o tiveram efeito quando a
indugdo de tumores foi Feité com DMBA (dimetil benzeno antraceno)
e "croton o0il”. Ja o fitoeno n3o inibiu tumores induzidos por
DMBA Jjunto com raios UV-B, e a cantaxantina apresentou efeito,
porém, em menor grau que o F—caroteno (Mathews—Rotb,i?BE).

Javor et al. (1983) verificaram que a vitamina A, é—ca—
roteno, @—criptoxantina, zeaxantina e luteina diminuiram signifi-
caﬁivamente as lesdes agudas da mucosa gastrica em ratos, causada
por administrag3o de HC1 @,6 M. Os carotendides capsorubina, cap-
santina, capsantol e licopeno n3o apresentaram esta propriedade.

Outra aplicac8o em medicina € devido a capacidade pro-
tetora dos carotendides em prevenir a fotossensibilizag3o em pa-
cieﬁtes com certas doengas de pele fotossensiveis. Em 1975, o FDA
( Food and Drug Administration) aprovou o G—caroteno para trata-
mento de pessoas fotqssensiveis (Mathewg—Roth, 1981).

Khacik et al. (1986), baseados nas informagSes de que
os carotendides possuem atividades anti-cincer e anti-gastrica,
enfatizaram a importincia de se determinar a composi¢c3o total de
carotendides em alimentos.

Os carotenoides ainda apresentam ampla utilidade para o
homem devido ao seu poder corante que pode variar do amarelo ao
vermelho. ©S3o0 corantes naturais de frutas, vegetais, certos pei-

Xes e crustdceos. Podem ser acrescidos aos alimentos, conferindo

&)



ou intensificando a cor em sucos de frutas, pastas alimenticias,
bebidas, doces, margarinas, queijos, salsichas e outros. Indire-
tamente, atraves da dieta, servem para intensificar a cor da gema
de ovo, da pele de frango e do leite. Podem ainda ser usados pa-

ra colorir capsulas de medicamentos e cosméticos (Klaui & Bauern-

feind, 1981).



2.2. COMPOSICXD DE CAROTENSIDES EM FOLHAS

Segundo Goodwin (1976), os tecidos de plantas superiores
verdes possuem quatro carotenodides principais: @—caroteno, lutei-
na, violaxantina e neoxantina. Os pigmentos que aparecem espora-
dicamente, em pequenas quantidades, s3o: &X-caroteno, G—criptoxan—
tina, zeaxantina e anteraxantina. Os carotendides est3o localiza-
dos nos cloroplastos e as xantofilas, ao contrario das de frutas,
encontram-se désesterificadas.

Os carotendides @-caroteno, luteina, violaxantina
e neoxantina foram encontrados em diversas folhas (Hiragama &
Dido, 1969; Gross et al., 1973; Eskins et al., 1977; Iriyama et
al., 1978 e 1980; Braumann & Grimme, 1981, Sadowski & Wojcik,
1985; Rouchaud et al., 1984 e 1985; Takagi, 1985 e Khacik et al.,
1986) .

Além dos carotendides principais, ainda foram encontra-
dos @-criptoxantina (Rouchaud et al., 1984 e 1985), =zeaxantina
(Rouchaud et a}.. 1985) e anteraxantina (Takagi, 1985) em alface;
e =zeaxantina (Hirayama & Oido, 1969), 5,6 epdxido de luteina,
neoxantina e anteraxantina (Braumann & Grimme, 1981), neocromo
e epoxido de luteina (Khacik et al., 1986) em espinafre. Em fo-
lhas de mostarda, Takagi (1985) detectou anteraxantina e em fo-
lhas de abacate, foram encontrados isoluteina, zeaxantina, ante-

raxantina, luteoxantina, neocromo e x—caroteno (Gross et al.,



1973).

0 A-caroteno foi detectado em couve (Bushway, 1985),
alface (Bureau & Bushwas..1986), hortalicés do norte brasileiro
(Pentedo et al., 1984), folhas de feijdo (Sadowski & Wojcik,
1983), folhés de abacate (Gross et al., 1973) e folhas de mostar-
da, couve chinesa e taioba (Rodriguez,1988).

Apesar de n3o citado por Goodwin (i1976), o carotenoide
A-criptoxantina foi encontrado, em pequenas quantidades, em alfa-
le (Rouchaud‘et al., 1985) e em diversas hortalic¢as consumidas no
Brasil (Ramos & Rodriguez-Amaya, 1987).

A Tabela 1 mostra um resumo dos dados discutidos até o
momento e a Figura i (Goodwin, 1966) demonstra o caminho biossin-
tético dos carotendides em plantas superiores verdes.

Na maioria dos trabalhos, os autores separaram e quanti-
ficaram sbmente o @—caroteno (Fitzgerald & Fellers, 1938; Fellers
& ﬁuck, 1941; Burger et al., 1956; Booth, 1957; Sood & Bhat,
1974; Begum & Pereira,‘i977; Farrow et al., 19?9; Gomez, 198%1;
Klein & Perry, 1982; Bureau & Bushway, 1986; Bushway, 1986; Pen-
teado et al., 1986 e Speek et al., 1986 e 1988), uma vez que o
objetivo era apenas a detérminacio do valor de vitamina A. Alem
de @—caroteno, Ramos & Rodriguez-Amaya (1987) também quantifica-
ram luteina para demonstrar o grau de erro quando a separa¢io de

carotenoides n3o € realizada.



TABELA 1: Composi¢30 qualitativa de carotendides em folhasi.

- - - T — A - T A - o S e ot ol ol e D s D S A M s B T - A S e T S T - G W S S W= A

FOLHAS CAROTENOIDES TECNICA CROMA- REFERENCIAS
GRAFICA

2,6,10,11 e 12 CCDh Hirayama & Oido (1956)
2,6,10 e 11 CLAE Eskins et al. (1977)

espinafre 2,6,10 e 114 CLAE Iriyama et al. (1978)
2,6,10 e 11 cco Iriyama et al. (1980)
1,2,6,9,10,11 e 13 CLAE Braumann & Grimme (1981)

espinafre 2,6,9,10,11,14,15, CLAE Khacik et al. (1984)

e couve 16,17,18, e 19

alface 2,5,6,10 e i1 CCDh Rouchaud et al. (1984)
2,4,5,6,1%,11 e 12 CCA Rouchaud et al. (1983)

alface e 2,6,10,11 e 13 CLAE Takagi (1983)

mostarda

mostarda 1,2,6,19 e 14 CCA Rodriguez (1988)

couve chinesa 1,2 e é CCcA Rodriguez (1988)

e taioba

de feijio 1,2,66,190,141,20,21, CCD Sadowski & Wojcik (1983)

22 e @3
de abacate i,2,3,6,7,8,10,114, CCA e Gross et al. (1973)
12,13 e 14 CCD

- " > T — - .0 S " . W T T - D G S P > = G G e G A D P e e G T G S YA i St A U B H T G G S D Y A N S e B W S T SO A B e s M

1:Relacionou-se apenas os trabalhos onde foi determinada a composig3o completa
de carotenoides.

CCA: cromatografia em coluna aberta

CCD: cromatografia em camada delgada

CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia

CAROTENOIDES:

01 .«~caroteno {13 . anteraxantina

02 .f-caroteno 14 neocromo

03.V-caroteno 15.9 cis neoxantina

04 .x-criptoxantina 16.cis epoxido de luteina
05.0-criptoxantina 17 .neo luteina B

96 .luteina 18.neo luteina B’

97 . luteoxantina 19.neo luteina A
08.isoluteina : 20.5,6,5,6 diepdxi [>-caroteno
09 .epoxido de luteina 21 .taraxantina

10 .violaxantina e2.cetohidroxi licopeno
i1 .neoxantina 23.licopeno

i2.zeaxantina
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FIGURA {: Caminho biossintético dos carotendides em plantas

verdes {Goodwin, 1966).
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Apesar do espinafre estudado por Khacik et al. (1986)
apresentar cis e epdxi carotendides, ainda assim os teores de lu-
teina, neoxantina e carotendides totais foram cerca de duas ve-
zes, o de f—caroteno uma vez e meia e o de violaxantina quatro
vezes maiores que oS obtidbs por Hirayama & 0Oido (1956). € inte-
ressante salientar que a razio luteina/f—caroteno. nestes dois
trabalhos ., foi aproximadamente 2. J3a em couve Khacik et al.
(1986) obtiveram o valor 2,5 para esta raz3o e Rouchaud et al.
(1984 e 1985) obtiveram o valor 1 em alface

Embora a composig¢io de carotendides em folhas n3o seja
t3o0 complexa como em certos vegetais como Momordica charantia
(Rodriguez et al., 1976éa), abobora e moranga (Arima & Rodriguez-
Amaya, 1988 a,b) e nas frutas tais como: Cyphomandra betacea (Ro-
driguez-Amaya et al., 1985), maracujd (Cecchi & Rodriguez-Amaya,
1981a), caju (Cecchi & Rodriguez-Amaya, 198ib), goiaba (Padula &
Rod;iguez—Amaga, 1986) e manga (Godoy & Rodriguez-Amavya, 1988),
ainda assim ocorrem muitas discrepdncias entre os resultados qua-
litativos e quantitativos, que pode servdevido ao uso de diferen-
tes métodos analiticos e a influéncia de diversos fatores como
cultivar, 1localizacdo geografica, clima e outros. Cabe 1lembrar,
ainda, que a grande maioria dos trabalhos n3o especifica as cul-
tivares wutilizadas, época do ano em que foi feita a coleta de
amostras e estddio de maturag3o na época de colheita, tornanﬁo

muito dificil a compara¢l3o de resultados.
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2.3. METODOS PARA A DETERMINACXO DE CAROTENSIDES EM VERDURAS

FOLHOSAS

Embora os métodos mais utilizados para a andalise de nu-
trientes em alimentos sigam os'da ADAC (1984), necessita-se de
uma nova metodologia em algumas areas (Goddard & Matthews, 1979).
Cecchi & Rodriguez-Amaya (198ia), Beecher & Khacik (1984) e Ro-
driguez-Amaya (1985) enfatizaram em seus trabalhos a necessidade
de reavaliar os dados presentes nas tabelas de composig3o de ali-
mentos no que se refere aos teores de carotendides.

No‘Brasil os valores de vitamina A citados na tabela de
composi¢8o de Franco (1982) s8o atualmente considerados duvido-
so0s, poig alem de ndo citér qual 6 método usado, n3o ha referén-
cia’sobre a procedéncia dos dados.

Para que as tabelas de composigcio de alimentos sejam
amplamente aceitas, Goddard & Matthews (1979) recomendaram que
estas incluam as seguintes informa¢des: cultivar, localidade do
plantio, transporte ate comercializa¢3do, tipo de processamento e
estocagem. E ainda, que o0s especialistas em alimentos incluam em
seus trabalhos descrig3o da amostra, da técnica de amostragem, da
metodologia utilizada e o numero de amostras analisadas, pois es-
sas informa¢gdes s8o de grande importd@ncia para a confiabilidade

dos resultados.
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Rodriguez-Amaya (1988B) alerta para o fato de que os re-
sultados obtidos da andlise de um udnico lote s3o duvidosos e que
a especifica¢8o . de cultivar ou variedade, estadio de maturacio e
por¢ao do alimento analisada também é necessaria.

Os métodos para déterminacﬁo de carotendides e valor de
vitamina A podem ser divididos basicamente em 3 tipos: os que
utilizam cromatografia em coluna aberta, cromatografia 1liquida
de alta eficiéncia (CLAE) ou ainda cromatografia em camada delga-
da (CCD).

Como os carotendides s3o pigmentos susceptiveis a agdo
da luz e oxigénio, sofrem maior degrada¢3o na superficie exposta
da camada delgada (Davies, 1976). Ainda ha a dificuldade na quan-
tificag30 que consiste em raspagem das manchas apds desenvolvi-
mento da placa, extraglo dos pigmentos da silica com um solvente
apropriado e quantificac3o em espectrofotdometro. Estas etapas,
priﬁcipalﬁente a raspagem, podem acarretar perdas de carotendi-
des.

A maioria dos trabalhos que #azem uso da coluna abertsa
para obter a separa¢3o de carotendides utilizam como adsorventes
mistura ativada ou n3o de MgD:hiflosupercel nas propor¢des de 1:1
ou 1:2 ou alumina neutra.

Dos adsorventes, oxido de magnésio, alumina, microcel C
e silica gel, que podem ser usados na separa¢gao de carotendides,
0 Oxido de magnésio (Mg0) foi o que causou menor alterac3o no es-—
pectro de absorg¢ido do F—caroteno, enquanto silica gel causou O

maior efeito hipsocrOomico (Tanaka et al., 1981). Ja o P—caroteno
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sofreu hidroxilac8o na posic3o 4 do anel aromatico quando foi ex-
posto ao microcel C com solventes nSo polares (ex. éter de petro-
leo) (Rodriguez et al., 1976b). Rodriguez et al. também relataram
perdas de @—caroteno de 36, 32, 30, 20 ,19 e 1% quando este foi
exposto por 3@ minutos a.EO gramas dos seguintes adsorventes:
alumina, “kieselgur”, silica gel, Mg0, celite e hiflosupercel,
respectivamente.

0 dnico autor que constatou degradagio s?gnificativa de
carotendides em coluna de MgD:hiflosupercel (1:1) ativado foi
Rouchaud et al. (1984), e devido a isso escolheram cromatografia
em camads delgada para efetuar a separac¢3o de carotendides. Mas
enquanto nas placas de Mg0 nEo houve degradag3o dos carotendides,
nas placas de silica gel ocorreu a transformag3o de violaxantina
e neoxantina em auroxantina e luteoxantina, respectivamente.

0 método da ADAC (1984) para carotendides pro-vitamini-
cos: apesar de separar carotendides apolares dos polares através
de wuma coluna de MgD:hiflosupercel (1:1) ativado, n8o separa os
carotendides individualmente. Portanté, nio € apropriado para
alimentos que contém X-caroteno, - e f—criptoxantina, W—carote-
no, monoepoxidos de f—caroteno e criptoxantina, pois esses caro-
tendides (5% de atividade) s3o0 quantificados como {3—caroteno
(109% de atividade). 65 carotendides inativos zeinoxantina, 6-3
j—caroteno e X~zeacaroteno, se presentes, também s3o quantifica-
dos como f—caroteno e nesse caso o valor de vitamina A.obtido e

muito maior que o real (Rodriguez-Amaya et al., 1988).
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Para a determinac¢8o do valor de vitamina A em verduras
folhosas, o método da ADAC n3o apresenta problemas com carotenoi-
des interferentes (Rodriguez-Amaya et al., 1988). Entretanto esse
método apresenta outros problemas tais como: extrag3o incompleta
devido ao uso de um volume.¥ixo de solvente, leitura espectrofo-
tométrica a 436 nm que n3o corresponde ao comprimento maximo de
absor¢3o do'F-caroteno e uso de quantidade fixa de amostra.

O0s metodos recomendados pela Cooperac%gv Européia em
Ciéncia e Tecnologia (COST 91) para a determinacio do valor de
vitamina A (Brubacker et al., 1985) utiliza alumina desativada
como adsorvente na coluna. Segundo os autores, este metodo ndo
separa o0s carotenos entre si e os iéameros, mas devido a pequena
quantidade de X-caroteno e isbmeros nos alimentos, esta separagdio
n3o ¢€ necessaria. Neste caso, o valor de vitamina A €& superesti-
mado em cenoura e abdbora, por exemplo, que possuem teores consi-
deréveis ‘de K-caroteno (Lee, 1986 e Arima & Rodriguez-Amaya,
1988). Por outro lado, como as xantofilas permanecem no topo da
coluna, o valor de vitamina A é subesfimado quando o alimento
contém o~ e f—criptoxantina. Embora os autores citem no resumo
que os vegetais s3o extraidos exaustivamente, na descrigio deta-
lhada do método, a extragSo € repetida trés vezes com um volume
fixo de solvente. Outros problemas que o método pode acarretar
s30: n30 retirada completa do alcali devido ao uso de volume fixo
de dgua, uso de alta temperatura (50°C) de evapora¢dao que pode
causar degradac3o dos carotendides e a etapa de retirada da agua

residual que ¢é feita adicionando-se etanol, evaporando-se, e o



residuo seco €& novamente evaporado com n-hexano ou éter de petro-
leo para remover tragos de etanol.

Dos métodos descritos na literatura, o mais largamente
difundido no Brasil € o de Rodriguez et al. (1976a). Ele utiliza
coluna aberta e a sua graﬁde vantagem sobre o metodo da AOAC e
COST 91 é a separagio completa dos carotendides, podendo ser usa-
do para qualquer alimento, e o calculo do valor de vitamina A po-
de ser feito observando-se as atividades pro-vitaminicas de cada
carotendide. 'Apesar do seu baixo custo e uso de aparelhagem sim-
ples, vem sendo procurado um método mais rapido para a determina-
¢3o0o de prd-vitaminas A e/ou da composi¢8o completa de carotendi-
des.

Simpson et al. (1987), baseados no uso de fase reverssa
em CLAE, propuseram um meétodo que utiliza coluna aberta de silica
gel 1ligada a hidrocarboneto de 18 carbonos. Apesar de utilizar
so]Qentes caros, toxicos e saponificaclo drastica (KOH 6@% aquoso
adicionado ao pigmento seco), esse método apresenta algumas van-
tagens: 4i-a coluna pode ser usada cercﬁ de 100 vezes e 2-utiliza
aparelhagem simples e, portanto, € mais barato que cromatografia
liquida de alta eficiéncia, podendo ser aplicado em paises em de-
senvolvimento. Os autores usaram o método para a andlise de caro-
tendides pro-vitaminicos em espinafre, tomate, cenoura e pera.

A presenca de ¢is isOmevos em vegetais "in natura" pode
acarretar erros na determinacdao do valor de vitamina A (Rao,
1967; Sweeney & Marsh, 1971b; Rouchaud et al., 1985; Chandler &

Schwartz, 1987 e Rodriguez, 1988), ja que esses isdomeros que pos-—
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suem atividade de pro-vitamina A tém biopoténcia mais baixa que
as formas trans (Zechmeister, 19262).

Rao (1947) encontrou os Mmenores teores de cis isomeros
de P-caroteno em folhas, enquanto Sweeney & Marsh (197ia e b)),
Rodriguez (1988)e Chandler ﬁ Schwartz (1987) relataram concentra-
¢cO0es semelhantes. Jd Rouchaud et al. (1985) e Quackenbush (1987)
obtiveram maiores teores de neo P—caroteno B e menores de neo
P—caroteno U que os autores acima. Nos trabalhos citados ante-
riormente, os valores de cis isdmeros s3o fornecidss em porcenta-
gens dos trans F—caroteno. Ha ainda estudos, com CLAE, em que
foi feita a separa¢fio dos cis isomeros de X- e f—caroteno, apesar
destes n3o terem sido quantificados (Bushway, 1985 e 1986).

Atualmente, a técnica largamente destacada na determi-
na¢cio de carotendides € a cromatografia liquida de alta eficién-
cia (CLAE), porém o alto custo do equipamento e a manutencido dis-
pendiosa iimita seu uso em paises em desenvolvimento.

Baseado no bindmio fase estacionaria-fase mdvel, os mé-
todos em CLAE podem ser divididos em quétro tipos: i1-fase normal-
eluic8o isocrdtica, 2-fase normal- elui¢3o com gradiente de fase
movel, 3-fase reversa-elui¢c3o isocratica e 4-fase reversa-eluicido

tom grediente de fase reversa,

Bushway (1985), utilizando coluna de amina ou alumina e
sistemas de fases mdveis isocrdticas, obteve resultados diversos
pois na coluna de amina ocorreu separa¢fo de cinco cis isOmeros e
trans F—caroteno proveniente de P—caroteno irradiado, n3o ocor-

rendo separagio entre padrfes de X- e P-caroteno. Jd na ctoluna de
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alumina houve separa¢ao entre padrdes de - e f—caroteno, mas 0Ss
picos dos cis isomeros ficaram juntos, embora separados do trans
"

@-carnteno. tanto para P-carntano irradiado coma para couve in

natura”. A identifica¢3o foi baseada nos tempos de reten¢g3o dos

padroes, e absorbidncias a 470 e 450 nm. N3o foi feita quantifica-
¢cao.

Ha wvidrios trabalhos (Stewart, 1971 e 1977; Reeder &
Park, 1975; Filksalh, 1978) que utilizaram CLAE com fase normal e
eluicSo com gradiente de fase movel para separar misturas de ca-
rotenos e xantofilas, mas ha poucos estudos com verduras folho-
sas.

Iriyama et al. (1978} separaram F—caroteno, luteina,
violaxantina, neoxantina e clorofila a e b em espinafre. Os caro-
tendides n3o foram quantificados e a identificac3o feita somente
com base no tempo de retencid e Rf na camada delgada.

) -Usando extrato saponificado de alface, Takagi (1983)
separou e identificou P—caroteno, luteina, anteraxantina, viola-
xantina e neoxantina. Para a quantifica¢3o foi utilizada padroni-
zag3o externa com padr3o de F-caroteno e fatores de correc3do ba-
seados nas razdes entre absortividades para os outros carotendi-
des.

Os dois trabalhos acima (Iriyama et al., 1978 e Takagi,
1985) wutilizaram coluna de silica gel para a andlise de carote-
ndides totais. Apesar da boa separag3o obtida, a coluna de silica
gel pode levar a degradacio dos carotendides (Braumann & Grimme,

1981) e, porisso, atualmente seu uso tem diminuido.
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Apesar de n3o ter sido reportado nenhum trabalho onde
houve a separacio de todos os carotendides e de isOmeros pro-vi-
taminicos em uma tnica elui¢fo pela coluna, o sistema fase rever-
sa com eluig¢ldo isocrdtica tem sido muito usado, especialmente com
coluna de fase reversa C—ié.

‘Bushway (1985) utilizando 4 colunas de marcas diferen-
tes de fase reversa C-18 e 6 sistemas'de eluentes isocraticos,
obteve resultados surpreendentes pois em duas colunas onde ocor-
reu a melhor resoluclo entre padrdes de « -, P-, W—caroteno,
@—criptoxantina e cantaxantina, os isbmeros de P—caroteno irra-
diado ni3o foram separados. Ja nas colunas onde houve separacao de
4 a 5 isdbmeros de @—caroteno irradiado os padries de carotendides
nio ficaram bem resolvidos ou n3o foram separados. Apenas na co-
luna “Vydac 201TPS4" com metanol:clorofdrmio (9:1) como fase mo-
vel, os resultados foram intermediarios, isto é: os padrdes e 4
isﬁﬁeros de P-caroteno irradiado foram razoavelmente separados.
beve-se ressaltar que a mistura de padrfes e o F-caroteno irra-
diado foram aplicados no cromatagrafo séparadamente.

Utilizando couve “in natura', ocorreu a separa¢ao de
-, G—caroteno junto com neo e—caroteno B e neo F—caroteno U (¢cis
isbmeros) em coluna de fase reversa (C-18) com elui¢3o isocrdti-
ca. Nip foi feita quantificacio e a identificac8o baseou-se no
tempo de retenc3o de padroes, espectfos UV-visivel e razido de ab-

sorbincia a 470 e 450 nm (Bushway, 1985).
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Num outro trabalho, Bushway (1984) tambeém separou 2 gis
isomeros e trans F-caroteno em espinafre, mas n3o quantificou os
cis isbmeros nem citou como foi feita a quantifica¢3o do trans
@—caroteno.

A separacio de 2 ¢is isdmeros e trans @-caroteno em
couve fresca e f-caroteno irradiado utilizando programa¢do da fa-
se movel, e a separa¢io de P gis isObmeros e trans luteina em lu-
teina irradiada com fase ﬁével isocratica foi obtida por Quacken-
bush (1987). Como a identificac3o dos gis isOmeros foi baseada em
outros estudos, o autor reconhece que a identidade desses isOme-
ros pode estar trocada. A quantifica¢do foi feita utilizando-se
Sudan I como padr3o interno, e o teor de cis isOmeros foi dado em
porcentagem.

Bureau & Bushway (1984) e Speek et al. (1986 e 1988)
separaram apenas @—carotené em diversas verduras folhosas. Nos 3
trabalhos, apesar dos padrBes n3o terem sido purificados para a
utilizac3o na padronizacio externa, a curva de calibrag3o foi ve-
rificada diariamente.

Khacik et al. (1986) utilizaram elui¢3o isocratica para
separar P—caroteno do decapreno @—caroteno que foi usado como pa-
dr8o interno para a gquantifica¢3o da fragio contendo P—caroteno e
seu. 15, 15 cis isbmero. Para a separacio das xantofilas e
@—apo-BLcarotenal (padr3o interno para a quantifica¢3o das kan—
tofilas) das clorofilas e carotenos foi usado uma combinac3o de
elui¢cio isocrdtica com gradiente de solvente. A identificag3o foi

feita com base nos tempos de retenglp dos padrdes, espectros UV-
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visivel, espectrometria de massa e de ressondncia magnética nu-
clear.

Utilizando programacso da fase movel e fase reversa,
foi obtida a separac3o de F—caroteno, luteina, violaxantina e
neoxantina em espinafre, porém nio foram quantificados (Eskins et
al.., 1977).

0 sistema de gradiente de eluigao-fase reversa tem sido
evitado porque hda o inconveniente do longo tempo de re-equilibrio
da coluna entre as andlises (Zakaria et al.,, 1979 e Nelis & Lee-
nher, 1983).

Apesar da possibilidade da CLAE proporcionar melhores
resoluctes na determina¢3o de carotendides, este potencial ainda
ndo foi aproveitado (Ruedi, 1985), pois n3o0 ha resultados sobre a
determinacio completa dos carotendides e nem’das pré-vitaminas em
alimentos. Além disso hd necessidade ainda de padronizagao e de-
finicio dés procedimentos no que se refere a preparo de amostra,

quantificacio e identificag3o.
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2.4. FATORES QUE INFLUEM NA COMPOSICX0 DE CAROTENGIDES EM VER-
DURAS FOLHOSAS

Os fatores mais citados, nma literatura, que influem na
composi¢io -de carotendides s3o: i-cultivar, 2-condi¢8es climati-
cas, 3-efeitos geograficos, 4-estadio de maturacﬁq, S-duragao e
conditaes de armazenamento e é-cozimento ou processamento.

Apesar de ja relatado na literatura que a composicao de
carotendides, e consequentemente o valor de vitamina A pode va-
riar devido as diferentes cultivares, praticamente n3o ha estudos
referentes a verduras folhosas.

Dito cultivares de cenoura foram estudados por Booth
(1957), pnde o numero de amostras analisadas variou de S a 65
con%orme a variedade, concluindoc que nio houve correlag¢ao entre
a concentrac3o de carotenos nas folhas e raizes. Também n3o houve
diferen¢a significativa entre as variedédes e anos de colheita no
teor de carotenc em folhas de cenoura.

Klein & Perry (1982) reportaram diferengca significativa
no valor de vitamina A em folhas de aipo e repolho provenientes
de diferentes areas geograficas. Nos diferentes periodos (margo e
novembro) em que analisou-se repolho, ndao houve diferenca signi-
ficativa nos valores de vitamina A. J3a as folhas de aipo apresen-
taram maior teor de caroteno em junho do que em dezembro. Foi an-

lisada apenas uma amostra em duplicata ou triplicata para cada
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periodo e area geografica.

Em folhas de azaléia e de "spindle tree”, Takagi (1985)
encontrou que a razao luteina/P—caroteno era maior no inverno que
no verao. N3o foi feita analise estatistica e o autor n3o relatou
o numero de amostras analiéadas.

Apds determina¢3o de carotendides em vegetais, frutas e
verduras folhosas, Bureau & Bushway (19864) observaram que nao
houve diferenga significativa tanto entre locais como entre os
meses onde foram feitas as coletas de amostras. 0 ndmero de amos-
tras para cada alimento variou cde 1 a 2.

Analisando uma amostra em duplicata de cada verdura,
Penteado et al. (19864) relataram maiores valores de vitamina A em
hortaligcas folhosas consumidas no norte do Brasil, no periodo on-
de houve maior indice pluviométrico do que no periodo de seca.
Farrow et al. (1979) tambeém encontraram varia¢8es no teor do va-
lor‘de vitamina A em espinafre enlatado durante os anos de 1972 a
1976, e embora a variabilidade nio tenha sido excessiva, as flu-
tuacdes sazonais foram importantes.

Rouchaud et al. (1985) também n3o encontraram diferenca
significativa entre o conteudo de cis P—caroteno e ¢trans F—caro~
teno em alfaces colhidas em maio e agosto (verdao). 0O mesmo foi
observado para as xantofilas monoidroxiladas, embora o conteuddo
total de xantofilas foi, de um modo geral, maior para as alfaceé
de verSo do que as de maio, independente do agrotodoxico utilizado.
Ja o0s teores de carotendides totais das alfaces tratadas com 2

herbicidas (propyzamida e chlorpropham) e com 1 fungicida (ipro-



dione) foram mais altos que o controle. O tratamento com benomyl
e vinclozolina n3o mudou significativamente os teores de F—caro—
teno e xantofilas, enquanto que quando aplicou-se wvinclozolina
ocorreu um decréscimo no conteudo de xantofilas. Neste estudo fo-
ram feitas 4 replicacOes péra cada tratamento.

Os pesos dos pés de alfaces tratados com uma mistura de
herbicidas . (propyzamida e chlorpropham) ou com fungicida (ipro-
dione) foram maiores que os dos controle, enquanto-que o trata-
mento com os outros pesticidas (benomyl e vinclozolina) n3o afe-
tou os pesos. A concentracao de P—caroteno foi menor nas alfaces
que sofreram tratamento com os pesticidas estudados. Os teores de
P—criptoxantina, luteina, violaxantina e neoxantina também aumen-
taram com os tratamentos por propyzamida, chlorprgﬁyham e ipro-
dione (Rouchaud et al., 1984).

Sweeney & Marsh (1971a} obserwvaram que os herbicidas

n3o causaram mudangas significativas na raz3o entre cis e trans

isdomeros de f-caroteno em espinafre. O espinafre variedade
Bounty, que foi tratado com os herbicidés CDEC e endothal teve um
teor de @-caroteno total mais baixo aue o controle, entretanto
na variedade 668.9 os valores de F—caroteno obtidos no tratamento
com os herbicidas e controle n3o diferiram.

0 estadio de maturac3o, em alface e chicoria, foi estu-
dado por Ramos & Rodriguez-Amaya (1987) que observaram que as fo-
lhas maduras tiveram teores de G—caroteno, luteina e valor de vi-
tamina A cerca de 3 vezes maiores que as folhas jovens. Por outro

lado, em espinafre o teor de P—caroteno diminuiu com o aumento da

)
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maturidade do vegetal (Sweeney & Marsh, 1971a).

Rodriguez (1988) observou perdas significativas de cer-
ca de 7% de @—caroteno, e consequentemente.do valor de vitamina
A, em verduras folhosas submetidas ao branqueamento. J3a Sweeney &
Marsh (1971a) relataram diminuicio de 15 a 20@% no valor de vita-
mina A quando couve, espinafre e almeirdo sofreram cozimento e/
ou congelamento. Dados equivalentes foram obtidos por Chandler &
Schwartz (1987) e Speek et al. (1988).

Khacik et al. (198B6) constataram que embora o teor de
@—caroteno n3o tenha sofrido alteraglo durante o cozimento de
couve, houve perdas substanciais de xantofilas. Tan & Francis
(1962) observaram o mesmo comportamento dos carotendides em espi-
nafre enlatado.

Aumentos no conteddo de F-caroteno, na faixa de 24 a
88%, foram observados por Gomez (1981) em folha de mandioca, cou-
ve e espsnafre africano quando sofreram cozimentg por 15 minutos
em agua fervente.

0 F-caroteno foi o carotenéidé que teve a menor taxa de
decomposicdo (11%) em espinafre estocado em saco de polietileno a
-10°C por 30 dias, enquanto zeaxantina apresentou o maior grau de
decomposi¢ao (Hyrayama & Oido, 1969). A estocagem entre @ e 10°C
também causou perdas de P—caroteno de 23,7% em espinafre e 9,24

em folhas de Colocasia (Rao, 1967).

g
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

As duas cultivares de couve (Brassica oleracea var.
acephala) manteiga e tronchuda portuguesa, e as verduras nativas:
beldroega (Portulaca oleracea L.), caruru (Amaranthus viridis
L.), mentruz (Lepidium pseudodidymum Thell.), serralha (Sonchus
oleraceus L.} e taioba ( Colocasia esculenta L.} foram obtidas de
uma horta que nfo utiliza insumos agricolas, no municipio de Cam-
_pinas. A couve manteiga foi obtida também em outra horta, locali-
zadé no ﬁunicipio de Campinas, que utiliza herbicida (gliphosa-
te), inseticida (rodiatox) e adubo folhar (nitrogénio, fosforo e
potdssio).

0 aspecto das verduras folhosas nativas analisadas

neste trabalho esta apresentado nos Anexos I, II, III, IV e V.

3.2. METODO DE RODRIGUEZ gt _al. (19763)



Como o0s carotendides s30 pigmentos susceptiveis a aglo
da luz, todas as operagoes foram realizadas com as luzes apagadas
e os pigmentos. protegidos com o auxilio de papel aluminio. As
analises foram iniciadas no mesmo dia da colheita.

Para adaptar o.método aos vegetais em estudo algumas
modifica¢cbes foram introduzidas: 1-retirada da etapa de saponifi-
cag3o, @2-uso de outras proporgdes da fase movel na elui¢do dos
carotenoides da coluna e 3-submersao das verduras» folhosas em

acetona antes da extrac¢3o.

3.2.1. EXTRACAOD

Partindo de um mago comercial de couve pesando cerca de
180 g e de magos comerciais de verduras nativas cujos pesos va-
ria}am de 200 a 400 g dependendo da verdura, selecionou-se folhas
maduras, do mesmo tamanho e coloragao. As verduras folhosas fo-
ram picadas manualmente, pesadas (5 gi e deixadas de molho em
acetona fria (10 minutos). A extracao foi feita triturando-se a
amostré em um liquidificador com acetona resfriada e cerca de 6 ¢
de hiflosupercel, seguida de filtragdo em funil de Buchner sob
vacuo. A extrac3o e filtrac3o foram repetidas ate o residuo se
tornar incolor (2 vezes).

Os pigmentos dissolvidos em acetona foram transferidos
para éter de petroleo, em um funil de separacao, adicionando-se

pequenas porcoes da solugao pigmento-acetona, seguida de 3agua
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destilada, e descartando a camada inferior (dgua-acetona) apos a
separa¢io das duas fases. Quando todos os pigmentos se encontra-
vam no eter, foram feitas mais cinco lavagens com dagua para as-—
segurar a retirada total de acetona. Sulfato de sodio anidfo foi

adicionado 3 solu¢io para retirada da agua residual.

3.2.2. CROMATOGRAFIA EM COLUNA

A solu¢g3o de pigmentos foi concentrada em roto-vapor
{marca Buchner5 ate o menor volume possivel (3 ml), n3o ultrapas-
sando a temperatura de 359C para evitar a degradac3o dos carote-
ndides. Para a separacio dos carotendides utilizou-se uma coluna
de vidro, de 2,0 cm de didmetro e 20,0 cm de altura, empacotada a
vacuo com hiflosupercel (Johns-Manville):MgO (Merck) (2:1) ateé a
altura dé 10,9 cm. Uma pequena quantidade de su}fato de sddio
anidro foi adi;ionada no topo da coluna para reter possiveis go-
tas de dgua ainda presentes na amostra. A coluna foi molhada com
éter de petroleo e apds aplicac¢do da émostra, foi desenvolvida
por concentracdes crescentes de acetona em éter de petrdleo (10 e
12%: para elui¢3o do F—caroteno; 14 e 16%: para eluir X-cripto~-
xantina; 20 e 24%: até eluir luteina; 28%: para eluir zeaxantina,
e 60 e 8O% (v/v) até eluigl3o da violaxantina).

Para a analise de carotendides pro-vitaminicos em ver-
duras folhosas, utilizou-se a coluna descrita acima e como eluen-

te 10 e 12% de acetona em éter de petrdleo.
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As fracoes eluidas da coluna que continham acetona fo-
ram tranferidas para éter de petrdleo em um funil de separa¢ao,
onde adicionou-se éter de petroleo, pequenas por¢coes de extrato
acetdbnico, e depois uma quantidade de agua suficiente para haver
a transferéncia dos pigmentos para a fase etérea. A fase aquosa
inferior foi descartada e o processo foi repetido até a transfe-
réncia completa Bos pigmentos. A fase etérea foi lavada com agua
(3 a 4 vezes) até a remog3o total da acetona. Adicionou-se sulfa-
to de sodio anidro para remover a agua remanescente e as fracgodes

foram concentradas ou diluidas, conforme o necessario, até voelume

conhecido.

3.2.3. IDENTIFICACAQ

Para a identifica¢3o dos carotendides foram avaliados
conjuntamente os seguintes parémetros: i-ordem de eluigdo na co-
luna, 2-espectros de absor¢3o na regido do visivel; 3-valores de
Rf na camada de silica gel e 4-reagdes quimicas especificas.

Os espectros de absor¢3o dos carotenodides foram regis-
trados na faixa de comprimento de onda de 350 a 550 nm  em espec-—
trofotometro de feixe'duéloida Unicam, modelo SP 8000, acoplado
com registrador. Os carotendides apresentam 3 maximos de absor-
¢3o,em comprimentos de onda caracteristicos de suas estruturas,
que foram comparados, ent3o0, com valores tabelados para varios

carotendides (Davies, 1976).



Os carotendides isolados, apds concentragdo, foram
aplicados em camada delgada de silica gel com 9,25 mm de espes-—
sura, previamente ativadas a 1109C por duas horas. Utilizando 3 %
de metanol em benzeno como fase movel, os carotenos eluifam com
a frente de solvente, enquanto que as xantofilas foram retidas na
fase estacionaria em menor ou maior grau, dependendo de seus gru-
pos funcionais. Foi usado também como fase movel 30% de acetona
em eter de petrdleo (Gross, 1980) para verificar a presenca ou
n3o de neoxantina (epdxi xantofila triidroxilada), ja que neste
caso as xantofilas e epdxidos diidroxilados tém Rfs muito distin-
tos do epdxido'triidroxilado.

Algumas reagoes quimicas foram utilizadas para confir-
mar a identidade e posicao dos substituintes. Verificou-se a
existéncia de epdxidos pela mudan¢a de coloracao das manchas de
amarelo ou laranja para azul ou verde, expondo a placa de silica
gel; apds desenvolvimento, a vapores de HCL (Gross et al., 1971).
A presenca de um ou dois grupos 5,6 epoxidos foi detectada pela
diminui¢20 no comprimento de onda de 20 a 40 nm, respectivamente,
apds adi¢30 de HCL ©,1 N & solu¢io eténdlica do pigmento, devido
3 transformac3o do 5,6 epoxido em 5,8 epoxido.

Para verificar a forma de configuracio ¢is ou rans,
foram adicionadas algumas gotas de soluc3o etéerea de iodo ao pig-
mento em éter de petrdleo para catalisar a fotoisomeriza¢3o. O
espectro registrado apds 5 minutos de exposi¢c3o a luz mostrou
no caso de carotendides originalmente trans, um deslocamento para

comprimentos de onda mais baixos devido a isomeriza¢2o para a
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forma cis (efeito hipsocrémico). J3 com gis carotendides verifi-
cou-se pequeno efeito batocromico (Davies, 1976).

Utilizou-se a reaciao de acetilagao para constatar a
presenc¢a de hidroxilas secundarias, que consistiu em adicionar
0,2 ml de anidrido aceético ao pigmento dissolvido em 2,0 ml de
piridina, deixando a rea¢ao desenvolver-se por 21 horas no escuro
34 temperatura ambiente. O pigmento foi ent3o transferido para
éter de petrdleo e novamente submetido a cromatografia em camada
delgada. A reacldo € positiva quando ocorre um aumento no valor de
Rf em rela¢3o ao valor obtido antes da reacdo.

A présenca de hidroxilas alilicas em posi¢cao isolada ou
conjugada, foi confirmada por metilagc3o. Adicionou-se HCL @,1 N
ao pigmento dissolvido em metanol e apds 3 horas no escuro a tem-—
peratura ambiente, o pigmento foi transferido para éeter de petro-
leo e recromatografado em camada delgada. A reac¢3o positiva ca-

racieriza—se por um aumento no valor de Rf¥.
3.2.4. DETERMINACAD QUANTITATIVA
A quantificagl3o de cada pigmento foi feita a partir da
absorbdancia maxima, aplicando a lei dé Beer. Os wvalores das ab-

sortividades foram obtidos da tabela apresentada por Davies

(1976) .
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A absortividade da luteina e violaxantina foi calculada
segundo a formula apresentada por Davies (1976), e o0s valores

utilizados foram 2600 e 2300, respectivamente.

3.2.5. CALCULO DO VALOR DE VITAMINA A

0 calculo do valor de vitamina A foi feito a partir da
atividade provitaminica de cada carotendide precursor, tabelado
por Bauernfeind (1972). Nas verduras folhosas, os carotenodides
que possuem vaior de vitamina A s3o: @-caroteno (ativiaade 100%)
e {—-criptoxantina (atividade S50%). Pelo NAS-NRC (1980), 1 retinol
equivalente (RE) corresponde a 6 ug de F—caroteno e 12 ug de

A-criptoxantina.

3.3. MéTODO DE SIMPSON gt al. (1987)

3.3.1. EXTRACAO

Utilizou-se 2,5 g das verduras folhosas picadas manual-
mente e a extra¢3o foi feita triturando-se a amostra em um liqui-
dificador com acetona em ambiente de nitrogénio. 0 extrato foi
filtrado em funil de Buchner, sob vdcuo e o processo repetido até

o residuo se tornar incolor.



0 extrato de acetona foi ent3o adicionado a um igual vo-
lume de eter de petroleo em um funil de separag3o. Adicionou-se
uma pequena porg¢io de agua e a fase aquosa (inferior) foi re-ex-
traida uma vez com eter de petrdleo. As fases superiores foram
juntadas e lavadas trés vezes com adgua destilada para a remo¢do

da acetona.

3.3.2. SAPONIFICACAO

Apds evapora¢3o até secura em roto-evaporador, adicio-
nou-se uma solucd3o de KOH 60% (p/v) aquoso (cerca de 25 ml) ao
pigmento seco. A soluc3do foi deixada no escuro por uma ncite a
temperatura ambiente.  ApOs a saponifica¢ido, os pigmentos foram
transferigos para eter de petroleo e lavados com agua num funil
de ;eparacﬁo até a total eliminac3o do dlcali. Adicionou-se entXo
sulfato de sddio anidro 3 soluc3o para a retirada da adagua resi-
dual.

Neste caso, a saponificag3o foi feita principalmente

para retirar a clorofila.

3.3.3. CROMATOGRAFIA EM COLUNA, IDENTIFICACAO E QUANTIFI-

CACAD
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A solucdo de carotendides-foi mais uma vez seca com O
auxilio de um evaporador rotatdrio. Os pigmentos foram dissolvi-
dos em um pequeno volume de acetonitrila-cloroformio (92:8 v/v),
aplicada em uma coluna previamente molhada com acetonitrila e
eluida com acetonitrila—métanol— cloroformio (47:47:6 v/v/v) sob
vacuo. A coluna de 1,0 cm de didametro e 18,0 cm de altura foi em-
pacotada & vacuo com fase de C-18 quimicamente ligada a silica
(Separations Technology, EUA) de 5@ um ate um altura de 7,0 cm.
Apos eluicSo dos carotendides, o adsorvente sofreu uma limpeza na
propria coluna pela passagem de tetraidrofurano e acetonitrila,
separadamente. Depois de seca sob vacuo, o topo da coluna foi co-
berto e o adsorvente pode ser usado novamente.

As fracgOes foram transferidas para eter de petrdleo,
apds sucessivas lavagens com agua para a retirada de acetonitri-
la e metanol. O clorofdormio remanescente n3o interfere no coefi-
ciehte de extingdo dos carotendides.

A identificac30 e quantifica¢3o dos carotendides foi
feita de acordo com os itens 3.2.3, 3.2;4 e 3.2.95.

Para‘verificar se o0os carotendides eluidos da coluna es-
tavam puros ou n3o, as fracdes foram concentradas e aplicadas em
camada delgada de silica gel 0,25 mm, ativada a 110°9C/ 24 h e de-
senvolvida com 3% de metanol em benzeno (Rodriguez et al.,

19762) .

3.4. METODO DE FASE REVERSA MODIFICADO



3.4.1. EXTRACAO

Utilizou-se 2,5 g de amostra na extra¢do, que foi ba-
seada no méetodo de Rodriguez et al. (1976a) ja descrito anterio-
mente. As modificacOes introduzidas foram: 1-retirada da etapa de
saponificag3o, que além de evitar a degradacdao dos carotendides
diminue o tempo de analise em cerca de 12 horas e 2-o uso de uma
menor quantidade de amostra, 3-a adi¢3o de 0,25 g de carbonato de
magnésioc por 4grama de amostra a verdura imersa em acetona para
evitar a formac3o de feofitina, que interfere na quantificacio.

Os carotendides foram transferidos para eter de petro-

leo como descrito na se¢3o 3.2.1.

3.4.2. CROMATOGRAFIA EM COLUNA, IDENTIFICACAO E QUANTIFI-

CACAD

A solugio etérea de pigmentos foi concentrada em roto-
vapor até a secura, dissolvida em pegueno volume de 15% de &dgua
em acetona e aplicada na coluna. Utilizou-se uma coluna de 1,0 cm
de didmetro e 18,0 cm de altura, empacotada sob vacuo com fase
reversa C-18 (50 um) até a altura de 7,9 cm. A coluna foi previa-
mente molhada com 15% de dgua em acetona e os carotendides foram

eluidos com concentracdes decrescentes de agua em acetona ( 15,



10 e O%), sob vacuo. Apds elui¢lo dos carotendides, seguiu-se uma
limpeza da coluna com 20 ml de metanol e 20 ml de éter de petro-
leo separadamente. A coluna foi completamente seca e guardada pa-
ra ser utilizada novamente.

Como n3o h3 na literatura coeficiente de extinc3o em
acetona para P—caroteno, as fracoOes foram transferidas para eter
de petrdleo, e lavadas com agua ate a total retirada da acetona.
Adicionou-se sulfato de sddio anidro para a retirada da agua re-
sidual.

A identifica¢3o e quantificac¢do foram efetuadas seguin-

do os itens 3.2.3, 3.2.4 e 3.2.5.

3.5. ANALISE DE OUTROS VEGETAIS E FRUTAS

Além de couve, usou-se espinafre, abdbora, tomate e ma-
m3o vermelho que possuem composi¢3o de carotendides distintas,
para verificar a versatilidade do método de FR modificado e de
Simpson et al. (1987)

Para a analise de frutas, em que o0s carotenoides hidro-
xilados encontram-se esterificados com adacidos graxos, foi neces-
sario o uso de saponificag®o0. Utilizou-se a saponifica¢3o descri-
ta por Rodriguez et al. (1976a), que consistiu em adicionar uma
solugd3o de KOH 10% (p/v) em metanol, em igual volume, a solugdo

etérea de pigmentos. A solucao permaneceu por uma noite no escuro
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3 temperatura ambiente. Apds a saponificagao, os pigmentos foram

lavados com 3dgua ateé a total elimimagdo do alcali. Adicionou-se

ent3o0 sulfato de sddio anidro para a retirada da agua residual.
As etapas de cromatografia em coluna e identificacao

foram executadas de acordo com os itens descritos anteriormente.

3.6. AVALIACAD DA RECUPERACAOD DE BETA-CAROTENO

0 padr§0 de Fﬂcaroteno (Hoffman La-Roche) foi purifica-
do em coluna aberta de MgD (Merck ou Riedel) e hiflosupercel! co-
mercial (1:1) com eter de petrodleo como eluente, para a retirada
de epoxidos de F—caroteno. Para a retirada dos gis isOmeros, uti-
lizou-se wuma coluna de hidrdxido de cdlcio (Mallinckrodt) e éter
de ;etréleo como eluente.

Adicionou-se o padrdo de FLcaroteno, previamente puri-
ficado, ao extrato de couve em acetona para verificar a porcenta-
gem de recuperacao de F*caroteno nos trés meétodos descritos acima
(itens 3.2.1, 3.2.2, 3.2.4; 3.3.1, 3.3.2, 3.3.3; 3.4.1 e 3.4.2).

Na verificac3o da porcentagem de recuperaci3o de F—caro—
teno nas colunas de MgOD:hiflosupercel e de fase reversa C-18,
eluiu-se o0 padr3o de f—caroteno purificado segundo os metodos de
Rodriguez et al. (item 3.2.2), de Simpson et al. (item 3.3.3) e

do modificado (item 3.4.2).
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3.7. ANALISE ESTATISTICA

Para as comparacGes entre os diversos fatores e os me-
todos foi utilizado o programa SAS (Statistical Analysis System).
0 teste de Scheffe foi usado para verificar a ocorrén-
cia ou n3o de diferenca significativa entre os cultivares, época
de colheita e tipo de horta. Para verificar diferenca entre os

meétodos, utilizou-se o teste de multipla escolha de Duncan.



4. RESULTADOS E DISCUSSZAOD

4.1. COMPARACXO ENTRE METODOS QUE UTILIZAM COLUNA ABERTA DE

FASE NORMAL E REVERSA

Devido aos resultados conflitantes e a necessidade de
metodos mais }épidos e ao mesmo tempo mais precisos e exatos, ha
uma tentativa de aprimorar os metodos, principalmente pela intro-
duc30 de tecnicas mais modevnas.

Como alternativa para CLAE, que ainda € uma técnica
muito dispendiosa para paises em desenvolvimente, a utilizac3o de
fasé reversa C-18 preparativa em coluna aberta foi introduzida
por Simpson et al. (1987).

No presehte trabalho o métodq de Simpson et al. foi mo-
dificado para evitar o uso de solventes toxicos e caros (acetoni-
trila e tetraidrofurano) e retirar a etapa de saponificacdo, tor-
nando-o mais rapido. Além disso foi realizada uma comparagdo des-
ses metodos com o de Rodriguez et al. (1976a), que vem sendo uti-

lizado no laboratdrio por varios anos.

4.1.4. RECUPERACXO DE BETA-CAROTENO PADRZD
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Apesar do uso de diferentes fases estaciondrias e mo-
veis, a porcentagem de recuperacio de (-caroteno padrio da coluna
foi igual (98%) para os metodos de Rodriguez et al. (19763a) e pa-
ra o de fase reversa modificado. J3a o método de Simpson et al.
(1987) apresentou a menor recuperagao (96%), pois o sistema de
solvente utilizado n3o foi capaz de eluir totalmente o e—caroteno
da coluna (Tabela 2).

Sweeney & Marsh (1970) obtiveram 98% de recuperacdo de
ﬁ—caroteno em coluna de Mg0:hiflosupercel (1:2), eluido com 5% de
acetona em étér de petroleo. Esse resultado foi‘igual ao obtido
neste trabalho para o metodo de Rodriguez et al. (1976a), aque
tambem wutiliza coluna de MgO:hiflosupercel (1:2) e a eluic3o do
f-caroteno foi feita com 10% de acetona em éter de petrdleo.

Em coluna de acdcar ativado e amido de milho (7:3), Tan
& Francis (1962) obtiveram 95,5% e 83,0% de recuperacio de F—ca—
roteno e luteina, respectivamente.

As porcentagens de recuperacdo para os trés métodos
avaliados no presente trabalho foram de: 92% para o método dg Ro~
driguez et al. simplificado (item 3.2) e para o de fase reversa
modificado (item 3.4), e 89% para o método de Simpson et al.
(item 3.3) (Tabela 2). A menor porcentagem de recuperacio de
P—caroteno no meétodo de Simpson pode ser devido & nd3o eluicio

completa do f—caroteno da coluna, ja discutido anteriormente, e
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TABELA 2: Recuperacao de beta-caroteno.

RECUPERACXD Na coLunal RECUPERACX0 DO MéTODO!
METODOS Concentragio % Recu- Conc. de (®-caroteno (ug) ¥ Recu-
de padr3o (ug) peragao - - peragao
em couve adicionado
Rodriguez et al.2 318,29 98 37,42 239,20 92
Simpson et al.3 - 321,18 94 89,70 iee, o1 B9

FR modificado? 317,32 98 145,16 121,53 ’ 92

i: Medias de qeterminacﬁes em duplicatas
2: F;se estaciondria~ hiflosupercel:Mg0 (2:1)
Fase movel- 16X acetona em éter de petroleo
3: Fase estacionaria- fase reversa C-18
Fase movel- acetonitrila:metanol:clorofdrmio (47:47:6)
4. Fase estaciondria- fase reversa C-18

Fase movel- concentragtes decrescentes de agua em acetona (15, 10 e 0X)



as etapas de saponificacio ( pois os carotenos possuem baixissima
solubilidade em solugdes aquosas), partic3o adicional para éter
de petrdleo e secagem completa dos pigmentos que nao fazem parte
dos outros dois métodos e que podem acarretar perda de carotendi-
des. Comparando os resultados de perda na coluna e no metodo, as
etapas adicionais acarretaram uma perda de somente 1% no teor de
@—caroteno.

A recuperac3o do metodo COST 91 (Brubacker et al.,
1985) ndo foi feita, ja que os autores consideraram que o isola-
mento dos carotenos dos tecidos vegetais (células) n3o €& compara-
vel analiticaménte com a separacao de P-caroteno adicionado.

Recuperacoes geralmente maiores foram relatadas para
metodos ytilizando CLAE com fase reversa C-18. Bushway & Wilson
(1982) obtiveram 100,5% de recuperagao de G—caroteno adicionado a
cenoura. De P—caroteno adicionado a tomate e abrico desidratado,
Hsiéh & Karel (1983) conseguiram 91 e 99% de recuperagdo, respec—
tivamente. Speek et al. (1986) relataram 98% de recuperaciao para
7 pM9/g e 100% para 9 ug/g de P—caroteno adicionado a espinafre,
apesar das etapas rigorosas seguidas antes da cromatografia} in—-
clusive saponificacﬁo com refluxo. No entanto, utilizando este
método, os teores de P-caroteno de diversos alimentos obtidos por
Speek et al. (1988) foram bem inferiores aqueles obtidos por ou-

tros autores.
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4.1.2. COMPARACXD ENTRE TRES METODOS PARA A DETERMINACAO DE

PRO-VITAMINA A EM VERDURAS FOLHOSAS

N3o houve diferenga significativa nos teores de ﬁ—caro—
teno obtidos em couve e espinafre pelos métodos de Rodriguez et
al. (1976a) e de fase reversa modificado. Ja os teores obtidos
pelo meétodo de Simpson et al. (1987) foram significativamente me-
nores, a um nivel de 5% (Tabela 3). Estes resultados estio de
acordo com os obtidos de é—caroteno padrdo.

A separagao de @—caroteno e as cores das fragBes visua-
lizadas duranfe a an3lise das verduras folhosas nos trés métodos
esta apresentada na Figura 2. O carotendide X-criptoxantina, que
possue 50% de atividade de vitamina A, foi detectado em tragos
somente no metodo de Rodriguez et al. (1976a), ja que nos métodos
de Simpspn et al. (1987) e de fase reversa modificado, a quanti-
dadé de amostra usada n3o foi suficiente para acusar a presenca
desse carotenoide.

Na coluna de fase normal (Mg0 e hiflosupercel) houve
uma boa separac3o com pequeno alargamento de banda. Ja na cpluna
de fase reversa, tanto no método de Simpson et al. (1987) como no
modificado, houve um maior alargamento das bandas, embora este
fato nSfo tenha prejudicado a separaciao do F—caroteno dos demais
carotendides.

0 tempo e custo gastos em uma andlise de pro-vitaminas A

em verduras folhosas foi de 2 horas e ©,42 OTN, 18 horas e 0,61
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TABELA 3: Comparag3o entre metodos para a determina¢3o de pro-

vitamina A em verduras folhosas

METODOS = e e
couve espinafre

Rodriguez et al. 45.1121i0,00a 31,0158%20,27a

Simpson et al.' 43,2716%0,90b 27,4299+0,8%9b

FR modificado 44,8380%0,17a 30,4346*0,17a

1. Médias e desvios padrio de determinagOes em triplicatas.
Valores com 1letras diferentes diferem significativamente a um
nivel de 5¥%.

FR: Fase reversa

44



10d SeS0Y[04 SEUNPUASA WA Y Seutwelin-0O4d ap oglededas

OPedT4TPON-Y

mmHHmOHme

B[T4040([2

ocmuoLmula

A A

"1® 1@ UOSdWTIS-¥J

SelTi03uex

o:muOLNUIL

"SOpPO}3W $343)

‘le 3@

0uaj04e3—¢)

"BUTIUEXO3dTAD-Y

se[Tj0juex

e[T404012

2 vynald

ZBNETAPOY=-NS

45



OTN, e 1 hora 24 minutos e 9,18 OTN para os metodos de Rodriguez

et al., de Simpson et al. e de fase reversa modificado, respecti-
vamente. Cabe lembrar que apesar do altissimo custo da fase re-
versa, a coluna pode ser re-—-utilizada cerca de 10@ vezes, dimi-

nuindo assim o custo da analise.

Deve-se ressaltar, no entanto, que a3 coluna de fase
normal (Rodriguez et al., 1976a) € capaz de separar também as
xantofilas entre si, permitindo a determinacio.da composicao com-—
pleta de cafotendides, tal separaci3o n3o € possivel nos wmetodos
que usam coluna de fase reversa, limitando seu uso apenas para a

determinag3o de pro-vitamina A

4.1.3. ANALISE QUALITATIVA DE OUTROS VEGETAIS E FRUTAS

Para avaliar a aplicabilidade dos metodos em amostras
que contenham mais de uma pro-vitamina A, foram analisadas quali-
tativamente abdbora, tomate e mam3o vermeiho. As separacbes cro-
matograficas dos pigmentos est3do apresentadas nas Figuras 3, 4 e
5, mostrando inclusive as cores vizualizadas na co]uné cromato-
grafica.

Em abobora, que possue X-caroteno além de P—caroteno,
0os trés metodos demonstraram uma separagao dessas duas pro-vita-
minas A (Figura 3). No entanto , para alimentos que contém lico-
peno como tomate, somente o metodo de Rodriguez et al. (197é6a)

pode ser usado porque nos dois metodos que utilizam fase reversa,
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o licopeno espalha-se na coluna, misturando-se com as pro-vitami-
nas A (Figura 4). Em mam30 vermelho, que também contém licopeno,
houve separacio entre duas pro-vitaminas A (@—caroteno e cripto-
xantina) nos metodos de Rodriguez et al. (197éa) e de FR modifi-
cado, mas o licopeno tambéﬁ espalhou-se na coluna de fase reversa
misturando-se com o P—caroteno. N3o ocorreu separa¢cao entre as
duas pro-vitaminas no método de Simpson et al. (1987) (Figura 5).
Sendo mais versatil e permitindo ainda a determinac3o
da composicio completa de carotendides, o método de Rodriguez et
al. (1976), ja bem padronizado no nosso laboratorio, continuou a

cer utilizado para os demais estudos que fazem parte desta tese.
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4.2. COMPOSICA0 QUALITATIVA DE CAROTENGSIDES EM VERDURAS FOLHO-

SAS VERDES

As duas cultivares de couve e as cinco verduras folho-
sas nativas avaliadas nesta tese apresentaram a mesma composi¢ao
qualitativa de carotendides. Foram detectados 6 carotendides, cu-
Jas caracteristicas est3o resumidas na Tabela 4, e as estruturas
apresentadas na Figura 6.

A Figura 7 mostra a separacdo tipica dos 5 carotendides
na coluna de hiflosupercel e 6xido de magnésio. A separagio dos
carotendides em camada delgada de silica gel, desenvolvida por 3%
de metanol em benzeno e 30% de acetona em éter de petrdleo esta
apresentaaa nas Figuras B e 9, respectivamente.

’ 0 carotendide neoxantina n3o aparece na coluna porque
esta em pequena quantidade, e so foi detectado em camada delgada
(Figura 9)quando usou-se 4 vezes (20g) a quantidade de amostra
normalmente usada para a cromatografia em coluna (3g).

A frac3o 1, de coloragSo laranja na coluna e na camada
delgada, correu junto com a frente de solvente nos dois sistemas
de solvente utilizados na CCD, demonstrando a auséncia de substi-
tuintes polares. Quando exposta a vapores de HC1, n3o houve mu-

danca de cor. Pelo seu espectro de absorc3o caracteristico (Figu-



TABELA 4: Caracteristicas dos carotendides presentes em verduras

folhosas verdes.

-—----.....__-_-—_...._.__.._..--_...__-..._-—_-_.-..-_—_.._—..—...._——.._---_-.—___-_-—.-.._-.__._—___--__-___—___-_-—

FRACKO!  IDENTIFICACAO2 MAXIMOS DE ABSORCKOS  Rf EM CAMADA DELGADAY REACGES
EM ETER DE PETRGLEO QUiNICAS
A B
i P-caroteno 474, 448, (424) 8,98 0,99 trans+, vapores de HC1-
2 of-criptoxantina 474, 444, 418 ¢,40 ———— trans+, vapores de HCl-

acetilacdo+, metilacdo+
3 luteina 472, 443, 418 0,17 0,70 trans+, vapores de HCl1+/-
acet .+, met .+, epoxido-
4 zeaxantina 476, 448, (424) 0,10 0,70 trans+, vapores de HCl-,
acetilacdo+, metilacao-
5 violaxéntina 464, 435, 4ie 0,04 9,40 transt, vapores de HCl4,
‘ | acetilacdot, epoxidot

6 neoxant ina 0,03 0,27 trans+, vapores de HCl+

1- As fracGes correspondem as ilustradas na Figura 7.
2. Os carotendides est3o na forma trans.
3
4

. Parénteses significam ombro no lugar de pico.
Camada delgada de silica gel. Sistemas de solvente: A- 3X de metanol em benzeno e B- 30X ace-
tona em eter de petrdleo.
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Método Rodriguez et al. (1976)

Fase estacionaria: hiflosupercel :MgD (2:1)

Fase movel: concentragdes cfescentes de acetona em éter de petro-
leo

Tempo da cromatografia em coluna: 1h 30min

clorofila: permanece
na coluna

FS: violaxantina

F4: zeaxantina

F3: luteina

F2: -criptoxantina

F1: é-caroteno

FIGURA 7. Separa¢gao dos carotenoides de verduras folhosas verdes

em coluna
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ra 10), esta fragdo foi identificada como P—caroteno.

0 carotendide A-criptoxantina, frac3o 2, com espectro
de absorc¢ao caracteristiéo do cromoforo ae oA-caroteno (Figura
10). De colorac3o laranja na camada delgada e amarela na ,coluna_
apresentou Rf de 0, 40 na camada, que e indicativo de monoidféki;
lados. A presenca do grupo hidroxila foi confirmada pela reag¢so
positiva a acetilac3o, e a sua posic3o alilica pela resposta po-
sitiva a metilac3o.

A fracao 3 apresentou-se na coluna de Mg0 e hiflosuper-
cel dividida em duas bandas, uma amarela e outra laranja. Na ca-
mada delgada, essa frac3ao se dividiu também em trés manchas com
Rfs de ©,17; ©,10 e 0,09 quando a placa foi desenvolvida com 3%
de metanol em benzeno e Rfs de 0,81; 0,70 e 0,60 quando usou-se
30% de acetona em eter de petrdleo, indicando que o carotencide e
diidroxilédo. Quando submetida 3 vapores de HCl, a udltima mancha,
nos‘ dois casos, tornou-se azul, indicando a presen¢a de um grupo
epoxido. Porém quando adicionou-se gotas de HC1 0,1iN, n3o0o houve
mudanca no comprimento de onda, indicandb n3o ser 5,6 epoxido.
Como o espectro de absor¢3o caracteristico (Figura 10) n3o esta
deslocado 2@ ou 40 nm em relagdo ao é—caroteno, n3o € 5,8 epOoxi-
do. Provavelmente esta Ultima mancha seja de um epdxido da lutei-
na, mas como esta em quantidade muito pequena, n3o influe no es-—
pectro do composto principal. Portanto este pigmento foi identi-
ficado como luteina pelo: i1-espectro de absorg3o tipico da estru-

tura basica do X-caroteno; 2-rea¢lo positiva a acetilacio, con-
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FIGURA 10: Espectros de absorgdo em
teno e zeaxantina (—),d-criptoxantina e luteina

(---), e violaxantina (...).
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firmando a presenca de grupos hidroxilas; 3-metila¢ao positiva,
produzindo um composto monoidroxilado que demonstra a posicdp
alilica de um dos grupos hidroxilas. & caracteristico da luteina
mostrar "multi-zoning' na camada e na coluna.

A frac3o 4, de cor amarela na coluna e laranja na pla-
ca, apresentou Rf de @,1 na placa desenvolvida com 3% de metanol
em benzeno indicando ser um carotendide diidroxilado, comprovada
pela reac3o positiva a acetilac3o. A posicdo n3o alilica das hi-
droxilas foi demonstrada pela resposta negativa a metilacdo. O
seu espectro de absorg¢3o € idéntico ao do @—caroteno (Figura 190),
e o pigmento foi identificado como zeaxantina.

A violaxantina, fra¢3o S5, de cor rosa claro na coluna e
laranja na placa de silica gel, apresentou Rfs de 2,04 e 0,40
quando aplicada em placa de silica gel e desenvolvida por 3% de

metanol em benzeno e 30% de acetona em eter de petroleo, respec-—

-

tivamente. Esses valores de Rf sao caracteristicos de carotendi-
des diidroxilados, que foi confirmado com reagdo de acetilagso
positiva. Quando submetida a vapores de HC1, a mancha na placa

tornou—-se azul, indicando sev um epdxi carotendide. Com adigao de
gotas de HC1 ©,1N, exibiu efeito hipsocrdmico de 40 nm, indicando

possuir dois grupos 5,6 epoxidos (Figuras 1¢ e 11).
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FIGURA 11: Espectros de absorgao da

violaxantina em etanol 95%
(---) e apos adigio de HC1 ©@,iN (...).
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4.3. INFLUENCIA DE CULTIVAR, ESTACXO DO ANO E DE CONDICGES DE

CULTIVO EM COUVE.

Embora seja amplamente reconhecida que a composigao de
carotendides do mesho.alimento pode variar em fun¢3o da variedade
cultivada, estadio de maturac¢3o, condicOes de plantio, clima e de
outros fatores, estes efeitos sdo raramente quanti%icados.

Em nosso laboratério ja foi visto que a composic3o
quantitativa e as vezes qualitativa de carotenoides pode wvariar
em frutas como goiaba, mam3o e manga devido as diferentes culti-
vares e regides geograficas (Padula & Rodriguez-Amaya, 1986, Ki-
mura & Rodriguez-Amaya, 1987 e Godoy & Rodriguez-Amaya, 1988) .
Foi demonstrado também que as folhas de alface e chicoria madu-
ras continham um valor de F—caroteno cerca de 3 vezes maior que
as folhas novas.(Ramos & Rodriguez-Amayga, 1987).

Para estudar a influéncia de élguns fatores na composi-
¢330 de carotendides no presente trabalho, escolheu-se couve por-
que a amostragem € mais facil de ser executada e repetida, além
de ser disponivel praticamente o ano inteiro.

Para verificar a influéncia de cultivar, estacdo do ano
e de condicBes de cultivo em couve, foram analisadas 1@ amostras
de cada uma das seguintes combinacdes (com exce¢3o da condigdo
cultivar tronchuda, esta¢3o ver3ao, horta natural para a qual ana-

lisou-se 9 amostras): i-cultivar manteiga, esta¢l3o ver3o, horta

69



natural (Tabela 5); 2-cultivar manteiga, estag3o ver3do, horta
comercial (Tabela 6); 3-cultivar manteiga, esta¢do inverno, hor-
ta natural (tabela 7); 4-cultivar tronchuda, estacdo ver3o, horta
natural (Tabela 8) e S5-cultivar tronchuda, esta¢3o inverno, horta
natural (Tabela 9).

Os dados apresentados nas Figuras 12, 13 e 14 indicaram
que houve diferenga significativa a um niQel de 5% entre os teo-
res (A e B, C e D) de é—caroteno, zeaxantina e valor de vitamina
A entre as cultivares manteiga e trbnchuda, ambas provenientes da
horta natural, tanto no periodo de inverno como no de verdo. O
conteddo de zeaxantina foi maior e o de F-caroteno, consequente—
mente o wvalor de vitamina A, menor na couve manteiga do que na
tronchuda em ambas estagdes. Os teores (C e D) de luteina, viola-
xantina e total de‘carotenéides foram significativamente maiores
na cultivar tronchuda do que na manteiga no periodo de verzo. No
enténto, ndo houve diferenca significativa (A e B) para esses
pigmentos entre as cultivares no periodo de inverno (Figuras 195,
16 e 17).

Observou-se também uma diferenca significativa a um ni-
vel de 5% entre inverno e verdo para as duas cultivares de couve
nos teores (A e C, B e D) de ﬁ—caroteno, valor de vitamina A e
zeaxantina, que apresentaram-se maiores no inverno, coincidindo
com a estag30 de maior produc3o (Figuras 12, 13 e 14). Os teores

(A e C) de luteina e total de carotendides foram tambem signifi-
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TABELA S: Composi¢30 de carotencoides e valor de vitamina A de

couve MANTEIGA, colhida no VERZO, eproveniente de horta

NATURAL .
CAROTENGIDES CONCENTRACAD
E VALOR DE = =
VITAMINA A . MEDIA D.P.
F—caroteno 43,88 2,67
X-criptoxantina %0 ~———===— —_——
luteina 83,54 2,18
Zeaxantina e,11 1,52
vioiaxantina 19,06 2,54

total , 148,59 2,74
valor vitamina

A (RE/100g) 731,4 44,95

1: Resultado de 10 amostras.

D.P.. Desvio padr3o; N.D.: N3o detectado.

40,69 - 48,42
N.D. ~-tracos
7,21 - 97,70
tracos- 4,13
15,64 - 25,00

131,74 -163,33



TABELA 6:

couve MANTEIGA,

colhida no VERXO,

Composicio de carotencdides e valor de vitamina A de

proveniente de horta

CONVENCIONAL
CAROTENGIDES
E VALOR DE
VITAMINA A MeEDIA
(-caroteno 37,92
A-criptoxantina ———-
luteina 71,36
zeaxanting 2,952
vioiaxantina 16,42
total 126,71
valor vitamina
A (RE/1004g) 626,5

FAIXaA
23,16 — 43,84
tracos —-tragos
56,89 - 80,57
tragos - 2,99
13,54 - 19,89
105,59 —-1409,42
386,1 -730,7

1_:

D.

P.:

Resultado de 19 amostras.

Desvio padriao;

N.D.: N3o detectado.
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TABELA 7: Composigao de carotendides e valor de vitamina A de

couve MANTEIGA, colhida no INVERNO, proveniente de hor-

ta NATURAL.
CAROTENGIDES CONCENTRACZ0 (ug/g)l
E VALOR DE = = — e e oo e e e
VITAMINA A MEDIA D.P. FAIXA
-caroteno 54,08 4,49 46,98 - 61,67
X -criptoxantina 0,52 2,85 N.D. - 2,13
luteina 110,93 15,74 82,04 -129,99
zeaxantina 3,24 1,83 N.D. - 5,44
violaxantina 17,68 7,27 11,64 - 33,37

total ) 186,45 20,68 155,02 -213,48

valor vitamina

A (RE/1009) 205,7 73,8 783,0 -1027,8

1. Resultado de 10 amostras.

D.P.: Desvio padr3oc; N.D.: N3o detectado.
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TABELA 8: Composigao de carotendides e valor de vitamina A de

couve TRONCHUDA, colbhida no VERARO, proveniente de horta

NATURAL .
CAROTENGIDES CONCENTRACX0 (ug/g) 1
E VALOR DE =~ =mes—me e
VITAMINA A MEDIA D.P. FAIXA
(-caroteno 56,52 8,12 46,96 - 68,98
X-criptoxantina = 0—=—-—-— -———- N.D. -tragos
luteina 109,37 10,70 89,58 -128,20
zeaxantina 1,49 0,99 N.BD. - 2,47
violaxantina 25,73 3,03 . 21,72 - 29,86

total 7 193,11 19,75 163,41 -22%9,52
valor vitamina

A (RE/100g) 42,1 135,3 782,7 —-1149,6
i: Resultado de 9 amostras.

D.P.: Desvio padr3o; N.D.: N3o detectado.
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colhida no INVERNO,

Composig3o de carotendides e valor de vitamina A de

proveniente de

e A — e " T — . A—— " 4 ————— —————— e = M —— - = i A Gt S e i v - e - S G G e A G M S G G ey e e e et

TABELA 9:
couve TRONCHUDA,
horta NATURAL.
CAROTENOIDES
E VALOR DE
VITAMINA A MEDIA
F—caroteno 59,55
X ~criptoxantina = ——---
luteina 114, 11
zeaxantina 2,02
vioiaxantina 18,71
total 174,39
valor wvitamina
A (RE/100g) 992,5

(}Jg/g)1
FAIXA

N.D. —-tracos
98,81 -133,13
tragos- 3,94
15,65 - 27,02
177,34 -240,58
785,2 —-14246,1

i:

D.

P.:

Resultado de 10 amostras.

Desvio padrio;

N.

D.:

roYe)

NZo detectado.
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A- Cultivar manteiga, esta¢lo inverno, horta natural
B~ Cultivar tronchuda, esta¢ao inverno, horta natural
C- Cultivar manteiga, estag3o ver3o, horta natural

D- Cultivar tronchuda, estac¢3o verdaoc, horta natural

E~ Cultivar manteiga, estac¢do ver3ao, horta convencional

Houve diferenca significativa entre A e B; C e D; A e C; Be D;
Ce £ (p£L0O,03).

FIGURA 12: Comparacido dos teores de F—caroteno em couve.
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A— Cultivar manteiga, esta¢3o inverno, horta natural

B~ Cultivar tronchuda, estac3o inverno, horta natural
C- Cultivar manteiga, esta¢3o verdo, horta natural

D- Cultivar tronchuda, estag3o wver3o, horta natural

E- Cultivar manteiga, estagl3o ver3o, horta convencional

Houve diferenca significativa entre A e B; C e D; A e C; Be D;

€C ek (pgLO,05).

FIGURA 13: Comparacao dos teores de zeaxantina em couve.
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A- Cultivar manteiga, estaglo inverno, horta natural

B- Cultivar tronchuda, estag¢3o inverno, horta natural
C- Cultivar manteiga, estag3o ver3do, horta natural

D- Cultivar tronchuda, estagdo ver3ao, horta natural

E- Cultivar manteiga, esta¢3o ver3o, horta convencional

Houve diferenca significativa entre A e B; C e D; Ae C; Be D,
CeE (p£L02,05).

FIGURA 14: Comparagio dos valores de vitamina A em couve.
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A- Cultivar manteiga, estac¢3o inverno, horta natural

B~ Cultivar tronchuda, estagao inverno, horta natural
C~- Cultivar manteiga, estag3o ver3o, horta natural

D~ Cultivar tronchuda, estag3o ver3o, horta natural

E- Cultivar manteiga, estagl3o ver3o, horta convencional

Houve diferenca significativa entre C e D; A e C; C e E (p
£0,05). N3o houve diferenca significativa entre A e B; Be D (p
£0,05).

FIGURA 15: Comparac¢3o dos teores de luteina em couve.
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A~ Cultivar manteiga, esta¢3o inverno, horta natural

B- Cultivar tronchuda, esta¢3o inverno, horta natural
C- Cultivar manteiga, estag3o ver3o, horta natural

D- Cultivar tronchuda, esta¢g3o verao, horta natural

E-~ Cultivar manteiga, estag3o ver3o, horta convencional

Houve diferen¢a significativa entre C e D; Be D; C e E (p
.{@,05). N3o houve diferen¢a significativa entre A e B; A e C (p
£0,05) .

FIGURA 16: Comparacsao dos teores de violaxantina em couve.
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A— Cultivar manteiga, esta¢lo inverno, horta natural

B- Cultivar tronchuda, estag3o inverno, horta natural
C- Cultivar manteiga, estag¢3o ver3o, horta natural

D- Cultivar tronchuda, esta¢3o verdao, horta natural

E~ Cultivar manteiga, estaglo ver3do, horta convencicnal

. Houve diferenca signi?icétiva entre Ce D, AeC; C e E (p

£0,05). N3o houve diferenca . significativa entre A e B; B e D (p
£90,05). co ‘

FIGURA 17: Comparac3o dos teores totais de carotendides em couve.



cativamente maiores na couve manteiga colhida no inverno do que
na de verao, n3o havendo diferenca significativa entre os teores
(B e D) em couve tronchuda de inverno e ver3o (Figuras 15 e 17).
Ja a violaxantina exibiu um comportamento contrario, pois o seu
teor (B e D) foi significativamente maior no verao do que no in-
verno na couve tronchuda, e nio hpuve diferenca significativa en-
tre as concentracdes (A e C) em couve manteiga de inverno e verao
(Figura 16).

No periodo de verdo, os teores (C e E) de @—caroteno.
luteina, =zeaxantina, violaxantina, total de carotendides e valor
de wvitamina A de couve manteiga colhida na horta natural _foram
significativamente maiores que os da horta convencional (Figuras
ie, 13, 14, 15, 16 e 17) na qual foram utilizados o herbicida-
gliphosate e o0 inseticida “rodiatox™.

NZo foi encontrado nenhum trabalho sobre o efeito do
glibhosaté e “"rodiatox” na literatura. No entanto, a influéncia
de outros herbicidas e inseticidas foram estudados por vdrios au-
tores, com resultados conflitantes.

Rouchaud et al. (1985) relatou aumentos nos teores de
G—caroteno de cerca de 48, 23, 33 e 36% quando as alfaces sofre-
ram tratamento com propyzamida, chlorpropham, propyzamida +
chlorpropham e iprodione; o tratamento com benomyl e vinclozoli-
na n3o alterou o conteddo de F~caroteno em relagao ao controle.
Quanto aos teores de xantofilas, houve um aumento de 30% com
propyzamida, chlorpropham e mistura de ambos e de 28% com ipro-

dione. N30 houve alterac3o com benomyl e uma diminui¢3o de 23%



foi constatada com vinclozolina. Ja em outro trabalho (Rouchaud
et al., 1984), as alfaces tratadas com a mistura de propyzamida +
chlorpropham e iprodione apresentaram maiores niveis de{a—carote-
no que o controle; Eom chlorpropham e benomyl menores teores e
com propyzamida e vinclozolina teores similares. P—Criptoxantina,
luteina, violaxantina e neoxantina aumentaram com propyzamida,
chlorpropham, sua mistura e iprodione, mas n3o sofreram alteracao
com benomyl e vinclozolina.

Os resultados obtidos por Salminen et al. (1970) nos
estudos com cenoura, indicaram que as concentracOes de carotenos
foram mais béixas nas amostras que sofreram tratamento com os
herbicidas chlorpropham e linuron. Este mesmo efeito também foi
relatado por Beckman & Pestemer (1975) com o herbicida linuron,

e Bhagat (1976) com chloroxuron, linuron e nitrofen. Ja Sweeney
& Marsh (1971a) relataram maio?es teores de carotenos (p£0.01) em
cenouras ératadas com chlorpropham e linuron.

Venter (1979) e Habben (1973) relataram que um aumento
no nivel de nitrogénio no solo resultou em um aumento no conteu-
do de caroteno em cenoura, mas diferentes quantidades de potdas-—
sio n3o tiveram efeito (Habben, 1973). Beckman (1976) obteve teo-
res de P—caroteno em cenoura significativamente maiores «quando
foram usados fertilizantes organicos. Vereecke & Maercke .(1979)
também encontraram menores teores de X-, F—caroteno e xantofilas
em cenoura cultivada em solo sem fertilizantes (controle) e que
n3o houve diferenca entre os diversos tratamentos (N P K Mg, P K

Mg, NP Mg e NP K), que tiveram teores maiores que o controle.



0O teor de carotendides de duas cultivares de batata do-
ce n3o foi afetado pelo pH nem pela adig3o de fertilizantes
(Constantin et al., 1975).

Bushway et al. (1986) relataram diferenca significativa
no teor de @—caroteno de tomate, pimentZo verde, cenoura, (mell3o)
“cantaloupe” e "swiss chard” provenientes de supermercados e pon-
tos de venda a beira da estrada. Com exce¢So de 4 dos 12 1itens
analisados, os conteuddos de - e @—caroteno foram maiores para
os alimentos provenientes da beira da estrada do que do supermer-—
cado. O autor lembra que os alimentos obtidos na beira da estrada
estavam mais ffescos que os do supermercado, e que essa diferenga
pode ser atribuida a variacOes genéticas, no solo, clima e matu-
ridade.

Teores de @—caroteno significativamente maiores em cou-
ve de bruxelas e menores em repolho foram obtidos em solo ferti-
]izédo com lodo de esgoto municipal em comparagac com solo com
igual quantidade de compostos orgdnicos. N3o houve diferengca sig-
nificativa para brdcoli proveniente dos dois tratamentos acima.
Apos colheita, os vegetais foram liofilizados, e o repolho esto-
cado por um ano ateé a analise (Boodrick et al., 1988).

Stewart (1977 a) relatou diferencas consideraveis entre
os valores de vitamina A de sucos de laranja de sete diferentes
cultivares: sucos das cultivares de laranja doce (hamlin, pineap-—
ble e valencia) apresentaram o0 menor valor, as tangerinas dancy e
robinson valorés intermediarios e o hibrido murcott o maior valor

entre todas as cultivares esfudadas. Alem da diferenca quantita-



tiva, foram encontrados 17 e 15 carotendides nas cultivares de
laranja spanish e turkish, respectivamente (Valadon & Mummery,
1981) .

Analisando 8 cultivares de cenoura, provenientes de di-
ferentes regides da Tchecolosvaquia, Blattna et al. (1976) obser-
varam que a area de cultivo teve pequeno efeito nos conteudos de
@—caroteno e de carotendides totais gque variaram, respectivamen-
te, de P46,9 a 9,44 e de 29,60 a 10,68 (mg/1009 de materia seca).
Diferencas entre cultivares também foram relatadas em trigo durum
(Dovkin et al., 1984) e aipo (Fraczek et al., 1977).

Apésar dos trabalhos encontrados na literatura n3o es-
pecificarem o cu&tivar analisado, todos os dados obtidos no pre-
sente trabalho, referentes a couve manteiga, o cultivar mais co-
mum no eatado de S3ao Paulo, foram colocados na Tabela 1@ para
fins comparativos.

| Analisando 1@ amostras de couve manteiga adquiridas em
diferentes épocas durante o ano, Ramos & Rodriguez-Amaga (1987),
encontraram teores de F-caroteno que variaram de 23,6 a 59,0
Mg/g, um intervalo que concorda perfeitamente com o obtidq neste
trabalho (23,16 - 61,67 ug/9). A média menor relatada por Ramos &
Rodriguez-Amaya (35,1%12,9 vs. 45,29%8,17 ug/g9) € compreensivel
uma vez que o objetivo do brimeiro trabalho foi apfesentar a va-
riac3o das amostras oferecidas ao consumidor pelo comércio no ano
inteiro, refletindo inclusive a variac¢3o devido ao estadio de ma-

turacio (no presente trabalho somente folhas maduras foram

-



TABELA 10: Composig3o media de carotendides e valor de vitamina A

de couve cultivar manteiga.

CAROTENOIDES/ CONCENTRACAO (}19/9)1

UALOR VITAMINA A e e e o e e e e e e

MEDIA D.pP FAIXA

(-caroteno 45,29 8,17 23,16 - 61,67
A-criptoxantina 0,17 0,30 N.D. - 2,13
luteina 88, 61 20,26 56,89 -129,99
zeaxantina 2,62 0,357 N.D. - 5,44
violaxantina 18,82 e,c8 11,64 - 33,37
total 153,93 30,25 105,59 -213,48
valor vitami—

na A (RE/100g) 754,55 i41,0 386,1 -1027,8

1: Resultado de 30 amostras coletadas no inverno em horta natural
e no veraoc em horta comercial e natural.

D.P.: Desvio padr3o; N.D.:. N3o detectado
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incluidas) e a maior participac3o de verduras provenientes de
hortas comerciais que naturais. Além disso, as amostras no pre-
sente trabalho foram colhidas diretamente das hortas, enquanto
que no trabalho anterior, foram compradas em pontos de venda ten-
do, portanto, um tempo varidvel entre colheita e comercializac3o.

Os teores de @—caroteno em couve obtidos por Burcher et
al. (1956) e por Sweeney & Marsh (197ib), 47,9 e 47,2 ug/g res-
pectivamente, foram coerentes com o observado neste trabalho (Ta-
bela 10). Ja, a concentrac3ao de F—caroteno encontrada por Fitzge-
rald & Fellers (1938) foi cerca de 6 vezes maior. Usou-se croma-
tografia em Coluna aberta nestes trés trabalhos.

Por outro lado, as concentragdes de P—caroteno encon-

tradas em couve por Quackenbush (1987) e Speek et al. (1988), am-

bos utilizando HPLC, . foram cerca . de 2 vezes maior e 18 vezes me-
nor, respectivamente, que a encontrada neste trabalho (Tabela
10) .

Khacik et al. (1986) identificaram e quantificaram os
seguintes carotendides em couve "in natura”: trans e 9-gis neo-—
xantina, neocromo, epdxido e ¢is epoxido de luteina, neolutei-
na B, B e A, trans luteina, violaxantina e F—caroteno. Os prin-

cipais carotendides encontrados foram luteina (342 ug/g), {6*ca—

roteno (146 jug/g), violaxantina (67,3 pg/g) e 9 cis neoxantina

(9e,1 pg/g), sendo que os teores dos trés primeiros foram cerca
de 3 vezes maiores que 0s nossos resultados. O Ultimo foi apenas
detectado no presente trabalho (Tabela 10). A presenca de quanti-

dades apreciaveis de epoxidos e ¢is isOmeros nesse trabalho leva
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a suspeita de que provavelmente ocorreu alguma degradagao durante

a analise, deixando ainda mais estranho a constatac3o de altos

teores.



4.4. COMPOSICAO QUANTITATIVA DE CAROTENOGIDES EM VERDURAS

FOLHOSAS NATIVAS

Devido a tendéncia dos paises em desenvolvimento de
desprestigiar as verduras nativas em favor de plantas importadas,
foi determinada a composic3o de carotendides em algumas verduras
folhosas nativas.

0 P—caroteno foi praticamente o unico carotendide pre-
cursor de vifamina A nas verduras folhosas nativas analisadas,
perfazendo 27, 3@, 24, 26 e 34% do total em caruru, mentruz,
taioba, serralha e beldroega, respectivamente (Figuras 18, 19,
20, 21 e 22). 0O caruru apresentou o maior ( 109,85 ug/g) e a bel-
droega o menor teor (29,79 ug/g) de F—caroteno (Tabelas 11, 12,
13, 14 e 15).

A luteina foi o carotenodide encontrado em maior quanti-
dade: 59, 58, 61, 60 e S54% do total de carotendides em caruru,
mentruz, taioba, serralha e beldroega, nessa ordem (Figuras_ 18,
19, 20, 21 e 22). Em termos de concentragdo, o ;aior vélor de lu-
teina encontrado foi 236,97 ug9/g em caruru, e o menor- 48,20 ug/g
em beldroega (Tabelas 11, 12, 13, 14 e 135).

Ja o maior teor de violaxantina foi encontrado em caru-
ru (42,34 ug/g) e o menor em beldroega (9,10 ug/g) (Tabelas 11,

12, 13, 14 e 15). A porcentagem de violaxantina em relag3o ao

ge
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§ violaxantina

zeaxantina

FIGURA 18: Distribuic8o dos carotendides em caruru.
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alfa-criptoxantina

beta-caroteno

violaxantina

= zeaxantina
s

FIGURA

19

Distribuicio dos carotenoides em mentruz.
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alfa-criptoxantina

beta-carctenc

244

= zeaxantina

FIGURA 20:

Distribuicio dos carotenoides em taioba.
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FIGURA

21

Distribui¢cio dos carotenoides em serrvalha.
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FIGURA 22:

Distribuic3oc dos carotendides em beldroega.




TABELA 11: Composi¢3o de carotendides em caruru (Amaranthus viri-
dis L.).
CONCENTRACAD (ug/g) 1
CARDTENGIDES === m e m e e e
MEDIA D.P. FAIXA
@—caroteno 109,85 5,58 102,08-115,74
o« ~criptoxantina 1,33 1,24 tracos- 2,55
luteina 236,97 49,56 186,23-299.14
zeaxantina 8,20 6,52 tracos- 16,85
violaxantina 42,34 4,56 37,81- 49,37
total 398, 68 48,79 345,64-466,74

i: Resultado de 5 amostras coletadas em epocas diferentes.

D.P.: Desvio padrio
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TABELA i2: Composic¢3o de carotenoides em mentvruz (Lepidium pseu-

dodidymum Thell:)

CAROTENGIDES e
MEDIA D.P. FAIXA
(f-caroteno 84,65 19,11 66,45~116,54
{~criptoxantina  @—=-=-—--  —-=-—= N.D.-tragos
luteina | 163,46 49,56 141,96-220,35
Zzeaxantina 0,96 2,15 N.D.- 4,8¢
violaxantina 34,59 5,67 27 ,82- 42,57
total 283, 65 55,75 _ 236,23-379,47

1. Resultado de 5 amostras coletadas em é€pocas diferentes.

D.P.: Desvio padr3o; N.D.: N3o detectado.
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TABELA 13: Composic3o0 de carotenoides em taioba (Colocasia escu-

lenta L.).

CARDTENGIDES

MeEDIA
f—caroteno 67,32
A-criptoxantina 0,96
luteina : 171,91
zeaxantina 2,71
violaxantina 49,20
total 283,09

46,920- 91,41
N.D.- 2,96
135,75-216,25
tragos—- 13,52
25,33~ 52,09

284‘08_359)76

i: Resultado de 5 amostras coletadas em épocas diferentes.

D.P.: Desvio padr3o; N.D.:

gg

N3o detectado.



TABELA 14:

ceus L .).

Composicao de carotenoides em servralha (Sonchus olera-

CAROTENOIDES

13,82
0,64
51,84
5,66
S,97

69,31

41,66~ 80,02

N.D.- 1,43
73,58-204,93
tragos—- 13,04
20,21- 34,92

Resultado de S5 amostras coletadas em epocas diferentes.

MEDIA
P-caroteno 62,86
of-criptoxantina 0,29
luteina 144,72
zeaxantina 3,11
violaxantina 28,03
total 239,00
1:
D.P.: Desvio padr3o; N.D.:

N3o detectado.
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TABELA 15: Composicio de carotendides em beldroega (Portulaca

oleracea L.).

CAROTENGIDES

e - - ——_————— — — —— |—_— —+ - ———— " M- G- e T . e -~ - e —— e o ————

e e A e A~ = N —— ——— — ————— ———— — —— — i —— M St . T T o= o= G e Gt Se St m o - hm T e e G S G G S e e e A At o - —

ﬂ—caroteno

X ~-criptoxantina

luteina
zeaxantina
violaxantina

total

24,76- 44,23
tragos—- 1,66
35,e0- 53,72
N.BD.- 3,36
7,46- 12,114

71,32-108,83

1. Resultado de 5 amostras coletadas em épocas diferentes.

D.P.: Desvio padrio; N.

D.:

N3o detectado.
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total de carotendides foi de 11, 12, 14, 12 e 104 em caruru, men-
truz, taioba, serralha e beldroega, respectivamente (Figuras 18,
19, 20, 21 e 22).

0 caruru apresentou o maior teor de carotendides to-
tais, seguido de mentruz, taioba, serralha e beldroega (Tabelas
11, 12, 13, 14 e 135).

£ interessante notar que as folhas brasileiras diferem
da composi¢cio geral relatada no exterior em dois pontos: 1-a pre-
senca de &f-criptoxantina aoc invés de @—criptoxantina; e 2—-a con-
centra¢3o bem reduzida de neoxantina, que geralmente e encontrada
em teores maidres que a zeaxantina.

No levantamento feito por Ramos & Rodriguez-Amaya
(1987) em verduras folhosas mais consumidas no estado de S350 Pau-
lo, foram obtidos teores de @—caroteno que diminulram na seguinte
ordem: salsinha, ridcula, coentro, agriao, couve, almeir3o, chicd-
ria; alface crespa e lisa, repolho e couve chinesa. Das verduras
folhosas analisadas no presente trabalho, o caruru superou o teor
de @—caroteno da salsinha cerca de duas vezes, o mentruz foi cer-
ca de uma vez e meia maior.Aenquanto que a taioba e serralha ti-
veram valores semelhantes ao da salsinha. Ja a beldroega que
apresentou o menor teor de F—caroteno das verduras nativas anali-
sadas, ainda assim teve um valor maior que almeirdo, chicodria,
alface crespa e lisa, repolho, couve e couve chinesa.

Gomez (1981), no Quénia, também encontrou maiores teo-
res de F—caroteno em 15 verduras folhosas nativas do que nas cul-

tivadas (couve, repolho e alface).

g1



Na india, Begum & Pereira (1977) analisaram 32 verduras
folhosas verdes nativas e os teores de P—caroteno variaram entre
73 e 11,80 ug/ g. Portanto o caruru e o mentruz, nativas brasi-
leiras, ainda apresentaram maiores valores de @—caroteno.

Alem de P-caroteno, Penteado et al. (1986) encontraram pe-
quena quantidade de X-caroteno (50% de atividade de vitamina @A)
em hortalig¢as folhosas consumidas no Norte do Brasil.

0Os wvalores de vitamina A, obtidos pelos autores acima,
das verduras mentruz, taioba e beldroega foram menores que os ob-
tidos no presente trabalho. Embora utilizando a mesma metodolo-
gia, a obtengio de maiores teores neste estudo pode ser devido a
varios fatores: i1-efeito geografico (Sudeste/Nordeste); 2-0os ca-
rotendides, neste trabalho, foram extraidos no mesmo dia em que
foi feita a coleta de amostras, enquanto Penteado et al. mantive-
ram as verduras sob refrigerac3o num prazo maximo de uma semana;
e é—a eliminac3o de saponifica¢3o, etapa que pode acarretar per-—
das de carotendides.

Gomez (1981), Begum & Pereira (1977) e Penteado et al.
(1986) n3o determinaram a composic3o completa de carotenéideé.

Os dados obtidos neste trabalho mostram o alto valor de
vitamina A das verduras nativas brasileiras (Tabela 16) e,portan-
to o seu cultivo comercial deve ser incentivédo, uma vez que a

deficiéncia de vitamina A e considerada um serio problema nutri-



TABELA 16: Valor de vitamina A das cinco verduras folhosas nati-

vas
VALOR DE VITAMINA al
VERDURAS e e e e e e e e
RE/100g UI/100g
carurdu 1838,1+ 89,2 18381+ 892
mentruz 1410,8+367,8 1410843678
taioba , 1123,0+341,4 11230+3414
serralha 1050, 0+231,2 10500+2312
beldroega . 499,3%142,7 4993+1427

1: Média e desvio padr3o de 5 amostras coletadas em épocas dife-

"rentes.



cional no pais. Cabe lembrar ainda que o cultivo dessas verduras

e mais facil que o daquelas introduzidas do exterior.
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5. CONCLUSGES

1. O método de RODRIGUEZ et al. (fase normal) foi mais versatil,
podendo ser usado para qualquer tipo de alimento e também pro-
porcionou melhor separac3o dos carotendides na coluna. Dos trés
métodos, foi o0 Unico que permitiu a determinag3o da composig¢ao

completa de carotendides.

2. Em ambos metodos de FASE REVERSA, a determina¢30 de pro-vita-

minas A foi restrita a alimentos que n3o possuem licopeno:

3. Dos trés metodos comparados, o de SIMPSON et al. foi o que ob-
teve a pior performance, polis, além do maior tempo e custo de
analise ainda proporcionou resultados mais baixos de F—caroteno

que o0s outros dois metodos.

4. Houve diferenga significativa entre as cultivares manteiga e
tronchuda. 0Os teores de f—caroteno e valor de wvitamina A foram
significativamente maiores e 0o de zeaxantina menor na couve tron-
chuda tanto no inverno como no ver3o. 0 conteddo de 1luteina,
violaxantina e total de carotendides foi significativamehte maior

na cultivar tronchuda, mas so de verao.

PG



S. A composicio também variou significativamente em func3o da es-
tagdo do ano. Nas duas cultivares de couve, o F—caroteno, valor
de vitamina A e zeaxantina.apresentaram—se.maiores no inverno. Os
teores de luteina e total de carotendides foram também significa-
tivamente maiores na couve manteiga no inverno. Ja a violaxantina

teve um maior teor na cultivar tronchuda de verdo.

6. 0 uso de defensivos agricolas mudou significativamente a com-
posic30 de carotenodides. Os teores dos carotendides foram signi-

fivativamente maiores na couve proveniente da horta natural.

7. s verduras folhosas nativas brasileiras apresentaram altos
teores de F—caroteno ( e consequentemente altos valores de vita-

mina A), luteina, violaxantina e total de carotendides.
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ANEXO I

Familia Amaranthaccae
Amaranthus viridis L.
caruru-de-mancha, caruru-verde, bredo, caruru




ANEXO II

Familia Cruciferae

Lepidium pseudodidymum Thell.
mastru¢o mentruz




ANEXO III

8



ANEXO IV

148



ANEXO V

Familia Portulacace

Portulaca oleracea |

beldroega, bredo-de-porco, verdolaga, ora-pro-nobis




