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RESUMO

A regido Amazébnica apresenta uma elevada biodisponibilidade de matérias-primas
de origem vegetal, que representam fontes consideraveis em micronutrientes,
principalmente vitaminas. O presente trabalho teve por objetivo implantar uma
metodologia, no laboratério do Departamento de Engenharia Quimica e de
Alimentos da Universidade Federal do Para, para analise de tocoferdis em polpa de
fruta. O método selecionado foi por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
nas seguintes condi¢gdes cromatograficas: detector de fluorescéncia com excitagéo a
290 nm e emissdo a 230 nm, fluxo 1mL/min, fase metanol: agua (95/5 v/v), coluna
Gemini C18 fase reversa (250x 4,60 nm 5u). A andlise de vitamina E foi testada,
primeiramente, com o fruto de agai. Dois frutos amazénicos: inaja (Maximiliana
maripa) e mari (Poraqueiba paraensis) tiveram seu perfil em tocoferol analisado.
Realizou-se, também, analise de carotendides em espectrofotometria, considerando
0 [B-caroteno como o carotendide principal. Os resultados encontrados de
concentracédo destes compostos nas polpas dos frutos de inaja e mari variaram em
média entre 135 e 176 ug/g polpa seca para tocoferol e 113 e 227 pg/g polpa seca
para carotendides ([3—caroteno). Verificou-se que estes frutos podem ser
considerados como fontes importantes de vitaminas (E e A), pois suprem as
necessidades das recomendacgdes diarias, o que pode proporcionar perspectivas

interessantes de valorizacdo das matérias-primas amazoénicas para 0 consumo.



ABSTRACT

Tocopherols and carotenoids are naturally occurring lipophilic micronutrients,
suggested to play a role in the prevention of several degenerative diseases. The
Amazon region has a high bioavailability of fruits, which represents considerable
sources in micronutrientes, mostly vitamins. The aim of this work was the
implantation of a methodology for tocopherol determination in two amazon fruits:
inaja (Maximiliana maripa) and mari (Poraqueiba paraensis). The method was
described for the determination of vitamin E isomers (a-, B+y- and &-tocopherol) in
fruits by reversed-phase HPLC with fluorescence detection (excitation to 290 nm and
emission to 230 nm), flux 1mL/min., methanol:water phase (95/5 v/v), reverse phase
Gemini C18 (250x 4,60 nm 5u) column. The global carotenoids analysis of these
pulps was realized by espectrofotometria method, considering the [(—carotene as
standard. The concentrations of vitamin E and carotenoids were, respectively, 135
and 176 pg/g for dry matter inaja pulp and 113 and 227ug/g dry matter mari pulp.
These vitamins determinations propose interesting perspectives of valorization of the

amazon fruits for the consumption.
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1 INTRODUGAO

A estreita relacao entre dieta e saude vem aumentando a preocupacgao da
populagdo em ingerir alimentos nutritivos e de alta qualidade. Neste sentido, a
quantificacdo de micronutrientes nos alimentos € de grande importancia, tanto para
o0 conhecimento do seu valor nutricional quanto para valorizar seus aspectos
comerciais.

Um grupo de micronutrientes que vem ganhando destaque pela comunidade
cientifica € o das vitaminas que estdo presentes em uma grande variedade de
alimentos, principalmente frutas e vegetais.

Muitas pesquisas relacionam uma dieta rica no consumo destes alimentos
com a redugdo de doengas degenerativas como doengas coronarias, cancer e
outras condicbes mediadas pela acao de radicais livres, pois estes alimentos contém
uma grande concentracdo de compostos que possuem como funcgao fisioldgica a
acao antioxidante na protegdo de organismos vivos contra os danos oxidativos.
Entre os compostos que apresentam esta funcdo estdo os fendlicos, vitamina C,
vitamina E, carotendides e minerais (BURNS, FRASER e BRAMLEY, 2003).

As espécies amazolnicas frutiferas apresentam composicdes notaveis em
micronutrientes, especialmente em vitaminas, sendo valorizadas no contexto atual
como alimentos saude; alimentos naturais ou ainda como produtos éticos ou
ecologicamente corretos (MORON-VILLARREYES, 1998; VALLILO et al, 1999;
PALLET, 2002).

Estas espécies representam uma importancia para a regido com respeito ao
uso humano, pois numerosos produtos alimenticios sdo obtidos, como as frutas; as
nozes e os 6leos (HAYNES e McLAUGHLIN, 2000).

No entanto, a valorizacdo dos frutos da Amazonia esta sujeita as restricdes
de desenvolvimento da regido: uma regido que ao mesmo tempo € muito sensivel
ecologicamente, conta com limitados conhecimentos cientificos de apoio e onde as
distancias entre parceiros, fornecedores, clientes e sobretudo mercados implicam
em estratégias especificas (PALLET, 2002).

Da mesma forma, o conhecimento dessas espécies e a caracterizagao de
suas propriedades tecnoldgicas e funcionais em fungédo de sua biodiversidade ainda
€ um desafio importante para sua valorizagdo, pois um grande numero destes frutos

nao apresenta sua composig¢ao quimica estudada.
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Visando preencher esta lacuna e contribuir para o desenvolvimento regional
e académico, este trabalho teve como objetivo a implantagdo de uma metodologia
analitica de quantificacdo de vitamina E (tocoferol) e estimar o teor global de pro-
vitamina A (B-caroteno) em polpa de frutas amazoénicas, a fim de caracterizar o
aspecto nutricional destas frutas o que podera agregar valor, incentivar a produgéo

em grande escala e aplica-las na industria alimenticia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MATERIAS-PRIMAS DA AMAZONIA

A regido Amazdnica possui uma riqueza consideravel em termos de
recursos geneéticos vegetais, que apresentam potencialidade econdémica, € uma
perspectiva de valorizagdo importante (CAVALCANTE, 1991; ARAUJO, CARVALHO
e ALVES, 2002; PALLET, 2002).

Entre as espécies amazbnicas silvestres, os frutos provenientes do
extrativismo sdo os que possuem maior importancia para a regiao, principalmente
com respeito ao consumo humano, pois muitos deles apresentam composicoes
apreciaveis em micronutrientes, especialmente em antioxidantes, sendo valorizados
no contexto atual como alimentos saude; alimentos naturais ou ainda como produtos
éticos ou ecologicamente corretos (VALLILO et al, 1999; HAYNES e McLAUGHLIN,
2000; PALLET, 2002).

Medidas de prevengdo de endemias carenciais e incentivo ao
desenvolvimento sustentavel de matérias-primas regionais levam a busca de dados
e subsidios para o real conhecimento de fontes alimenticias com viabilidade
econdmica (HIANE et al, 2003).

Porém, o conhecimento dessas espécies e a caracterizacdo de suas
propriedades funcionais, em fungcdo de sua biodiversidade, ainda € um desafio
importante para sua valorizacao; pois, segundo Pallet (2002), dados relacionados a

estes frutos ainda sdo escassos.

2.1.1 Inaja (Maximiliana maripa (Aublet) Drude)

O inaja (Figura 1), pertencente a familia Arecaceae (Palmae), € um fruto
consumido quase sempre no estado natural, sendo encontrado em toda a Amazénia
e paises circunvizinhos; tendo sua maior incidéncia no Estado do Para e mais
precisamente no estuario amazdnico, onde parece ter a sua origem, chegando até o
Maranhdo. Sua frutificagcdo ocorre entre janeiro e margo (CAVALCANTE, 1991;
SHANLEY, CYMERYS e GALVAO, 1998).

O fruto € uma drupa ovéide de 5-6 cm de comprimento que apresenta o

mesocarpo comestivel, seja cru ou cozido, e teor em Oleo e proteina de
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aproximadamente 37% e 14%, respectivamente (CALZAVARA, SOUZA e
CARVALHO, 1978). Segundo Pesce (1941), o fruto seco pesa em média 18g, sendo

constituido de epicarpo 16,1%; mesocarpo 26,2% e endocarpo lenhoso 49,2%.

FIGURA 1 - Fruto do inaja.

2.1.2 Mari (Poraqueiba paraensis Ducke)

O mari (Figura 2), pertencente a familia Icacinaceae, € uma espécie nativa e
exclusiva do Para, comum em todo o estuario até o baixo Amazonas, com
frutificacdo entre os meses de janeiro e junho.

O fruto € uma drupa elipsdidea de 6-8cm de comprimento, possuindo
epicarpo fino, amarelo-alaranjado; mesocarpo carnoso-oleoso, cerca de 5 mm de
espessura e endocarpo fibroso, delgado, envolvendo uma volumosa semente de 6
cm de comprimento (CAVALCANTE, 1991). Apresenta teor em lipideos e proteina
de aproximadamente 21% e 3%, respectivamente. O epicarpo € 0 mesocarpo
compreendem a parte comestivel do fruto (VILLACHICA, 1996).

FIGURA 2 - Fruto do mairi.
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2.2 NUTRIENTES

Os nutrientes sdo substancias quimicas, presentes nos alimentos,
necessarias ao desenvolvimento e manutencdo do organismo vivo. Estas
substancias apresentam fungdes especificas e funcionam de maneira associada.

Em conseqiéncia da sua necessidade de ingestdo, os nutrientes sao
divididos em macronutrientes (carboidratos, proteinas e gorduras) e micronutrientes
(vitaminas, minerais, agua e fibras). Esta classificagdo € arbitraria e se baseia no
percentual médio com que é recomendado para uma ingestéo diaria, sem levar em
consideragao a importancia relativa.

O interesse crescente em relagdo a demanda orgénica de nutrientes, o
estabelecimento de padrdes nutricionais de ingestdo e a preocupagdo mundial
quanto a confiabilidade dos valores destes nutrientes tém ressaltado a necessidade
de se determinar a composi¢ao quimica dos micronutrientes em alimentos.

Neste sentido, as vitaminas vém ganhando destaque pela comunidade
cientifica, pois estdo presentes em uma grande variedade de alimentos,

principalmente frutas e vegetais.

2.2.1 Vitaminas

Vitaminas sdo substancias organicas que, embora presentes em pequenas
quantidades nos alimentos, principalmente nas frutas, verduras e legumes, séo
indispensaveis ao funcionamento do organismo, na forma de co-fatores.

Sua auséncia sistematica na dieta resulta, quase sempre, em crescimento e
desenvolvimento deficientes e outras perturbagbes organicas, configurando-se um
quadro sintomatolégico caracteristico de caréncia (LEHNINGER, NELSON e COX,
1995).

Independentemente dos fatores do ambiente, a maioria dos organismos
animais € incapaz de sintetiza-las por via anabdlica, razdo pela qual precisam ser
incluidas na dieta; em geral, sdo necessarias em microquantidades e em fungao da
idade, sexo, estado fisiologico e atividade fisica do individuo. As necessidades
nutricionais desses micronutrientes aumentam durante os periodos de crescimento,
gestacdo e lactagdo, nas condigbes de trabalho intenso e ocorréncia de

determinadas doengas, principalmente as infecciosas (MURRAY et al, 1998).
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Tradicionalmente, as vitaminas sao classificadas em lipossoluveis e
hidrossoluveis, de acordo com propriedades fisiolégicas e fisico-quimicas comuns
(CHAMPE e HARVEY, 1996).

2.2.1.1 Vitaminas Lipossoluveis

As vitaminas lipossoluveis sdo moléculas apolares e hidrofébicas, essenciais
para o organismo humano, pois sdo reguladores ativos em varios processos
bioldgicos.

Estas vitaminas sdo encontradas nos alimentos em associacdo com o0s
lipideos, sendo sua absor¢do dependente destes, ou seja, condi¢des desfavoraveis
a um aproveitamento normal destes lipideos também prejudicam a absorc¢ao de tais
vitaminas. Nao sao comumente excretados na urina, tendem a ser armazenadas no
organismo em quantidades moderadas e, considerando certas restricdes, o homem
nao é totalmente dependente do seu fornecimento diario na alimentagdo (BURTON,

1979). A este grupo de compostos estdo as vitaminas A, D, E e K.

a) Vitamina E

Foi descoberta nos anos 1920 como um fator lipossoluvel necessario para
prevenir a morte fetal e reabsor¢gdo em roedores. Quando quimicamente identificada,
a vitamina foi chamada tocoferol, do grego tokos (parto) e pherein (suportar).

Esta vitamina possui um papel fundamental no metabolismo normal de todas
as ceélulas; portanto, sua deficiéncia pode afetar varios sistemas organicos
diferentes.

Embora a deficiéncia de vitamina E em curto prazo na dieta humana nao
cause nenhuma doenca especifica, as pesquisas cientificas tém mostrado que a
vitamina E é essencial tanto para os animais quanto para os humanos.

Sua fungdo esta relacionada a varios nutrientes e fatores enddgenos que,
coletivamente, comprometem um sistema que protege contra os efeitos
potencialmente prejudiciais das espécies reativas de oxigénio que sao formadas
metabolicamente ou encontradas no ambiente (COMBS JR, 2002).

O termo vitamina E € o nome genérico aceito pela IUPAC (1982) para

designar duas familias de substancias biologicamente ativas: os tocoferois (T) e os
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tocotriendis (T3) que compreendem um grupo de moléculas lipossoluveis que
possuem atividades antioxidantes (COLLAKOVA e DELLAPENNA, 2003).

a.1) Estrutura Quimica

Os tocoferdis e tocotriendis apresentam como elemento estrutural basico o
2-metil-2(4’,8’,12’-trimetiltridecil)-6-cromanol, ligado a uma cadeia lateral alifatica que
se apresenta saturada e insaturada, respectivamente (NELIS; D’HAESE e VERMIS,
2000). Na Figura 3, estao representadas as estruturas quimicas dos tocoferois (a) e

tocotriendis (b).

(b)
(2R),3’trans,7’trans-Tocotrienol (T3)

ISOMEROS R R, Rs

(11) Alfa (a) CHs CHs CHs
(I11) Beta (B) CHs H CHs
(IV) Gama (y) H CHs CHs
(V) Delta (3) H H CHs

FIGURA 3 - Estrutura quimica de base dos tocoferdis (a) e tocotriendis (b).

Em 1964, foi relatado pela primeira vez a existéncia de quatro compostos
naturais que se diferenciam pela localizagao do grupo metil (CH3) nas posig¢oes 5, 7

e 8 do anel cromanol, designados de: alfa (a-), beta (-), gama (y-), e delta (&) T/T3.
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Na estrutura quimica dos tocoferdis, ha trés atomos de carbonos
assimétricos nas posicoes 2, 4 e 8 que lhes permite formar quatro pares de
enantibmeros (RRR-SSS; RSR-SRS; RRS-SSR; RSS-SRR) para cada molécula de
tocoferol (CUVELIER, DOTREPPE e ISTASSE, 2003).

O a-tocoferol natural, a forma de tocoferol mais encontrada na natureza,
apresenta-se com a configuragdo 2R,4'R,8’'R e € denominado de D-a tocoferol ou
RRR-a tocoferol. Os tocotriendis, no entanto, sdo encontrados naturalmente, em
maior quantidade, com a configuragdo 2R-trans/trans (PENNOCK, HEMMING e
KERR, 1964).

As formas sintéticas do a—tocoferol sdo obtidas pela esterificagdo do grupo
hidroxil do anel cromanol com acetato, nicotinato, succinato ou fosfato. Em sistema
acido-aquoso, o tocoferol é liberado por hidrélise do acetato de tocoferil. As
moléculas esterificadas sdo a formas estavel de a—tocoferol e séo estaveis a
oxidagao; porém, ndo atuam como antioxidantes porque a atividade do grupo hidroxil
nao é ativa (NELIS, D’HAESE e VERMIS, 2000). Na Figura 4, pode-se visualizar a

estrutura quimica do acetato de dl-a—tocoferil.

CHj3

CHj

FIGURA 4 - Estrutura quimica do acetado de dl-a—tocoferil.

a.2) Fontes Dietéticas

A vitamina E é encontrada principalmente em produtos de origem vegetal,
que apresentam alto teor em gordura, como améndoas, Oleos vegetais, frutas e
vegetais. Cada produto contém diferentes quantidades de vitamina E, com
proporcoes de tocoferol e tocotrienol muito variaveis.

Algumas das fontes ricas em vitamina E s&o: gérmen de trigo, milho,
semente de girassol, canola, 6leo de soja e vegetais folhosos. As Tabelas 1 e 2,
apresentam o conteudo de tocoferdis em alguns Oleos vegetais e alimentos de

origem animal, respectivamente.
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TABELA 1 - Conteudo, aproximado, de tocoferol em 6leos vegetais (mg/Kg).

i TOCOFEROIS TOCOTRIENOIS
OLEO
a B y ) a B ' 3
Coco 5-10 - 5 5 5 traco 1-20 -
Oliva 1-240 0 0 0 _— - — —
Palma  180-260 traco 320 70 120-150 20-40 260-300 70
Soja 30-120 0-20  250-930 50-450 0 0 0 ---

Girassol 350-700 20-40 10-50 1-10 - - -— -—
FONTE: MADHAVI; DESHPANDE e SALUNKHE, 1995.

TABELA 2 - Conteudo, aproximado, de tocoferol (mg/Kg) em produtos de origem

animal.
PRODUTO a-TOCOFEROL (mg/Kg)
Carne 6
Frango 4
Porco 5
Camaréao 7
Leite (primavera) 0,2
Leite (outono) 1,1
Manteiga 10-33
Ovos 5-11

FONTE: MADHAVI, DESHPANDE e SALUNKHE, 1995.

a.3) Biossintese

Os tocoferois, embora desempenhem fungdes bioldgicas importantes nos
animais e nos seres humanos, sdo sintetizados apenas pelos organismos
fotossintéticos (plantas verdes e algumas cianobactérias) e algumas plantas nao
fotossintéticas, como os cogumelos (THRELFALL, 1971; SATTLER, CHENG e
DELLAPENNA, 2004).

A biossintese dos tocoferdis, segundo Hirschberg (1999), é realizada por
precursores derivados de duas vias. A via do metileritritol fosfato (MEP) que origina a
cadeia lateral através da sintese do fitildisfofato (PDP) (BRAMLEY et al, 2000); e a

via chiquimato que produz o acido homogentisio (HGA), o qual contribui para a
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formagao do anel aromatico da estrutura do tocoferol. A Figura 5 esquematiza a

biosintese dos tocoferois.

VIA CHIQUIMATO VIA METILERITRITOL FOSFATO (MEP)

Acido Homogentisico Fitildisfofato
(HGA) (PDP)

Homogentisate
Preniltransferase (HPT)

2-metil-6-fitilbbenzoquinol
(MPBQ)

Tocoferol Ciclase

o-Tocoferol

y-tocoferol metiltransfe
rase (y-TMT)

B-Tocoferol

2-metil-6-fitilbbenzoquinona
metiltransferase (MT)

2,3-dimetil-5-fitilbenzoquinol
(DMPBQ)

Tocoferol Ciclasel

y-Tocoferol

y-tocoferol metiltransfe
rase (y-TMT)

a-Tocoferol

FIGURA 5 - Via biossintética dos tocoferdis.

O inicio da via de biossintese dos tocoferdis, segundo Janiszowska e
Pennock (1976) é a prenilagdo do HGA com o PDP para formagédo do 2-metil-6-
fitibenzoquinol (MPBQ) através da agao da homogentisate preniltransferase (HPT).

Em seguida, o MPBQ sofre acdo de duas enzimas distintas: 2-metil-6-
fitibenzoquinona metiltransferase (MT) que origina o 2,3-dimetil-5-fitibenzoquinol
(DMPBQ), devido a uma metilagado na posicdo R2 do anel cromanol, e a tocoferol

ciclase que da origem ao d-tocoferol. O composto DMPBQ, por sua vez, sofre agéo

da tocoferol ciclase e origina o y-tocoferol.
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Os compostos y e od-tocoferol, entdo, sdo induzidos pela y-tocoferol
metiltransferase (y-TMT) a sofrerem uma metilacdo na posicdo R3 do seu anel
cromanol, convertendo-os a a— e —tocoferol, respectivamente.

O a-tocoferol € a forma encontrada em maior quantidade nos tecidos
fotossintetizantes, enquanto que nos tecidos nao fotossintetizantes e nas sementes,
por outras vias intermediarias, podem acumular niveis significantes de (-, y-, &—
tocoferol (SATTLER, CHENG e DELLAPENNA, 2004).

A biossintese dos tocotriendis, segundo Janiszowska e Pennock (1976),
acontece quando o HGA (precursor do anel aromatico) se condensa com o
geranilgeranildifosfato (GGDP) que substitui o fitildifosfato como precursor da cadeia

lateral da molécula.

a.4) Funcgdes Fisiologicas

Apesar de muitas especulagdes sobre a funcao celular da vitamina E, as
evidéncias sugerem que sua atividade biolégica seja consequéncia de suas
propriedades antioxidantes, tanto na protecao das plantas quanto dos animais contra
a fotooxidagcdo. Nas plantas verdes, o processo fotossintético produz grandes
quantidades de radicais livres gerados do uso de oxigénio singleto (GABY e
SINGH,1991).

No sistema animal, a vitamina E (a-tocoferol) representa o maior
antioxidante lipossoluvel presente em todas as membranas celulares, atuando na
protecdo contra a lipoperoxidagdo, ou seja, evitando a formagao de radicais
peréxidos a partir de acidos graxos poliinsaturados nas membranas fosfolipidicas,
convertendo-os em produtos mais estaveis (KAY et al, 1986). Pode, ainda, reagir
diretamente com uma variedade de oxiradicais, como o superoxido, a hidroxila, e
também com o oxigénio singleto, evitando desta forma, possiveis danos celulares
(MACHLIN e BENDICH, 1987).

Em consequéncia disto, o consumo de tocoferol tem importante papel no
melhoramento da fungdo imune e na limitagdo de incidéncias e progressdo de
muitas doencas degenerativas incluindo certos tipos de cancer, catarata, desordens
neurolégicas e doengas cardiovasculares (BRIGELIUS-FLOHE e TRABER, 1999;
BRAMLEY et al, 2000; PRYOR, 2000).
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a.5) Atividade das Unidades de Vitamina E

O valor nutricional da vitamina E na dieta humana foi reconhecido por Evans
e Bishop em 1922, sendo a atividade biolégica desta vitamina, nos animais, definida
por sua influéncia nos sintomas da sua deficiéncia, incluindo neuropatia, morte fetal
ou miopatia (doenga muscular).

O conteudo de vitamina E € geralmente expresso pela sua atividade
biolégica, usando a escala de Unidade Internacional (Ul). Neste sistema, a atividade
biolégica de 1 mg de d-a—tocoferol é equivalente a 1,49 Ul de vitamina E e de 1 mg
de acetato de dl-o—tocoferil € equivalente a 1 Ul. Até 1980, a ingestdo diaria
recomendada (IDR) para vitamina E era expressa em Ul; e a partir de entéo, o termo
tocoferol equivalente (TE) foi usado para expressar a IDR, sendo que 1 mg de d-a—
tocoferol é equivalente a 1 TE (RUPEREZ et al, 2001).

Todas as formas da vitamina E apresentam atividades biolégicas, expressos
em tocoferol equivalente, definidos como: a—tocoferol, mg x 1 TE; B—tocoferol, mg x
0,5 TE; y-tocoferol, mg x 0,1 TE; d-tocoferol, mg x 0,03 TE; a—tocotrienol, mg x 0,3
TE e pP—tocotrienol, mg x 0,05 TE. As atividades biolégicas do y- e d-tocotrienol
foram abaixo do nivel de detec¢do (NRC, 1989).

a.6) Ingestao Diaria Recomendada

Em consequiéncia dos animais e dos humanos serem incapazes de
biossintetizar vitamina E, eles tém que suprir suas necessidades através da dieta,
principalmente pelo consumo de produtos de origem vegetal (NELIS, D’HAESE e
VERMIS, 2000).

O Instituto Nacional de Saude (INH) sugere uma IDR de 15 a 19 mg de a—

tocoferol ou de 22 a 28 |U para os humanos.

b) Carotendides

Os carotendides sdo compostos lipossoluveis, poliisoprendides que formam
um dos mais importantes grupos de pigmentos naturais encontrados na natureza.
Apresentam uma grande distribuicdo e diversidade estrutural, além de inumeras
fungbes (SANDERS, 1994; OLIVER e PALOU, 2000).
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Cerca de mil carotendides naturais ja foram identificados; porém,
aproximadamente 10% pode ser encontrado na dieta humana e cerca de 20% deles
no plasma e tecidos de mamiferos. Os principais carotendides sao beta (-) e alfa
(a-) caroteno, licopeno, luteina e beta-criptoxantina que contribuem com 90% dos
carotenodides circulantes em humanos, desempenhando atividade de pro-vitamina A,
importante atividade nutricional dos carotendides no organismo humano (ROCK,
1997).

b.1) Estrutura Quimica

Os carotendides sao substancias lipofilicas e insoluveis em meio aquoso.
Estruturalmente sao poliisoprendides, possuindo cerca de quarenta atomos de
carbono, podendo ser aciclicos ou conter um anel com cinco ou seis atomos de
carbono em uma ou em ambas as extremidades da cadeia.

A presenga de um grande numero de ligagdes duplas conjugadas na cadeia
hidrocarbdnica das moléculas de carotendides é responsavel por uma das mais
especificas caracteristicas dos carotendides: absor¢do da luz que,
consequentemente, inativa o oxigénio singleto e radicais livres. A presencga destas
ligagcbes conjugadas possibilita uma variedade de isbmeros geométricos (cis/trans),
sendo a forma trans a naturalmente encontrada na maioria dos carotendides
(MINGUEZ-MOSQUERA, HORNERO-MENDEZ e PEREZ-GALVEZ, 2002).

Os carotendides podem ser divididos em dois grandes grupos, das xantofilas
(oxicarotendides) ou dos carotenos (hidrocarotendides), considerando-se a presenga
ou nado do oxigénio em sua estrutura, respectivamente (THANE e REDDY, 1997;
OLIVER e PALOU, 2000). Na figura 6, estdao apresentadas as estruturas de

compostos pertencentes a estes grupos.
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(b)

-Caroteno

FIGURA 6 - Estrutura quimica de compostos pertencentes ao grupo das xantofilas

(a) e dos carotenos (b).

b.2) Fontes Dietéticas

Embora as principais fontes dos carotendides sejam as plantas, eles sdo
também encontrados nos microrganismos e nos animais, sendo armazenados em
diferentes tecidos (OLIVER e PALOU, 2000).

As fontes dietéticas importantes neste nutriente sao frutas e vegetais verdes
escuros, amarelos, alaranjados ou vermelhos. As frutas amazoénicas, como tucuma
(Astrocaryum aculeatum); pupunha (Bactris gasipaes); buriti (Mauritia flexuosa); uxi
(Endopleura uchi); mari (Poraqueiba paraensis); entre outras, sdo consideradas
fontes importantes de carotendides; pois, contém um alto potencial deste nutriente
na forma de beta-caroteno, sendo indicadas para o enriquecimento da dieta
(AGUIAR et al, 1980; BENTES et al, 1981; ARRUDA, BENTES e SERRUYA, 1982;
ARRUDA et al, 1983).

No entanto, o conteudo de carotendide nos frutos depende da espécie,
variedade, safra e grau de maturagcdo (OLIVER, PALOU e PONS, 1998). A
distribuicdo destes compostos também apresenta variagdes consideraveis, sendo
geralmente mais concentrados na pelicula do que na polpa de alguns frutos (LIMA,
MELO e LIMA, 2002).
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b.3) Biossintese

Os carotendides sdo amplamente encontrados na natureza, sendo
sintetizados pelas plantas. O organismo humano ndo possui a capacidade de
sintetizar estes compostos que devem, entao, ser obtidos de fontes dietéticas como
frutas e vegetais (SANDERS, 1994; OLIVER, PALOU e PONS, 1998).

Muitos dos carotendides encontrados naturalmente nas frutas e vegetais
apresentam uma cadeia carbdnica composta por quarenta atomos de carbono que
sao biossintetizados a partir de duas moléculas, intermediarias, contendo vinte
atomos de carbono (geranilgeranil difosfato); originando a molécula do fitoene o qual
é precursor genérico de muitos carotendides presentes no reino plantae (MINGUEZ-
MOSQUERA, HORNERO-MENDEZ e PEREZ-GALVEZ, 2000).

A molécula de fitoene, no entanto, sofre uma série de sucessivas
dessaturagoes, introduzindo novas ligagdées duplas conjugadas na cadeia carbdnica,
resultando, deste modo, o cromoéforo que é tipico destes pigmentos naturais e é
responsavel por suas propriedades cromaticas.

As sucessivas mudancas estruturais, como a ciclizacdo e outras
modificagdes a partir de hidrogenagcao, dehidrogenagédo, migragdo das duplas
ligagcdes, encurtamento ou extensdo da cadeia, rearranjos, isomerizagao, introducao
de fungbes oxigénio ou a combinagcdo destes processos produzem uma elevada
quantidade de estruturas de carotendides encontrados na natureza (MINGUEZ-
MOSQUERA, HORNERO-MENDEZ e PEREZ-GALVEZ, 2000).

b.4) Fungdes Fisiologicas

Os carotendides, em consequéncia da sua estrutura conjugada de polieno,
desempenham fungdes essenciais como pigmentos acessorios na fotossintese e na
protecdo de plantas e microorganismos contra os processos fotoxidativos (ROCK,
1997; OLIVER, PALOU e PONS, 1998).

Embora os carotendides ndo sejam nutricionalmente essenciais, eles
desempenham um papel importante na dieta humana; pois uma de suas fungdes é
atuar como precursor da vitamina A no organismo humano (THANE e REDDY,
1997).

Varias pesquisas indicam que a atividade da pro-vitamina A de alguns

carotendides tem aplicagbes importantes tanto na prevencado de certas doencas;
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devido as suas fungdes bioldgicas, como estimulacdo da resposta imune em
diferentes niveis e acao antioxidante (OLIVER e PALOU, 2000; CAMPOS et al,
2003).

b.5) Atividade dos Carotenoides

Nutricionalmente, a principal fungao fisiolégica dos carotendides € a sua
capacidade como precursor da vitamina A, o que |lhes confere um valor de pro-
vitamina A.

O B-caroteno é o carotendide que apresenta uma maior atividade potencial
de pré-vitamina A quando comparado aos outros, pois € capaz de originar, a partir
da ruptura enzimatica de sua estrutura, duas moléculas de vitamina A. No entanto,
ensaios in vitro realizados em 1967 pela FAO/WHO, mostraram que apenas metade
da molécula do (-caroteno € convertido em retinol e um terco do carotendide €&
absorvido no intestino; desta forma, um sexto do [-caroteno ingerido é
metabolicamente ativo como vitamina A (MINGUEZ-MOSQUERA, HORNERO-
MENDEZ e PEREZ-GALVEZ, 2002).

Assim, o termo retinol equivalente (RE) foi introduzido para expressar o
conteudo de vitamina A nos alimentos, onde um retinol equivalente corresponde a
6ug de [-caroteno (1RE = 6 pg B-caroteno). Na Tabela 3, estdo apresentados as

atividades relativas de pro-vitamina A de alguns carotendides.

TABELA 3 - Atividade relativa de pré-vitamina A de alguns carotendides.

CAROTENOIDES ATIVIDADE (%)
All-trans-f3-caroteno 100
All-trans-criptoxantina 57
All-trans-a-caroteno 53
y-caroteno 42-50
B-zeacaroteno 20-40

FONTE: ZECHMEISTER, 1949; BAUERNFEIND, 1972.
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b.6) Ingestao Diaria Recomendada
A ingestao diaria recomendada (IDR) para vitamina A é de 700 RE para as

mulheres e de 900 RE para os homens, segundo a Food and Nutrition Board (2001).

2.3 DETERMINACAO ANALITICA DE COMPOSTOS LIPOSSOLUVEIS EM
ALIMENTOS

O método de extragdo de vitaminas em alimentos compreende técnicas
analiticas dispendiosas e de longo tempo de andlise (RUPEREZ, 2001).
Tradicionalmente, a analise de vitaminas lipossoluveis €& conduzida por
saponificagao alcalina da matriz alimentar ou de uma fragdo lipidica isolada, com o
objetivo de romper a matriz e degradar triacilglicerdis a glicerol e produzir material
saponificavel a partir dos acidos graxos livres, seguida de uma extragao liquida com
solventes organicos como éter dietilico ou n-hexano (BRUNI et al, 2002; RODAS
MENDOZA et al, 2003).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido o método analitico
usado de maior referéncia na literatura, acoplado a um detector de fluorescéncia
elou de ultravioleta (SANCHEZ-MACHADO, LOPEZ-HERNANDEZ e PASEIRO-
LOSADA, 2002).

2.3.1 Vitamina E

A determinagao de vitamina E nos alimentos tem duas finalidades: avaliagao
nutricional e controle de qualidade. O aspecto de qualidade se relaciona a identidade
e a estabilidade antioxidante do produto alimentar; pois, a presenca do conteudo das
varias isoformas da vitamina E reflete no potencial antioxidante dos alimentos
(NELIS, D’HAESE e VERMIS, 2000).

Como os oito compostos de vitamina E apresentam estruturas quimicas
muito semelhantes, as separagbes cromatograficas e o isolamento dos
componentes de tocoferol individualmente tém sido os interesses de muitos
pesquisadores na area de alimentos; pois estes compostos tém diferentes atividades
bioldgicas e antioxidantes, sendo necessaria a obtengdo de dados quantitativos de
cada substancia separadamente (CARLUCCI et al, 2001).
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2.3.1.1 Tratamento da Amostra

O tratamento de amostras para analise de vitamina E freqlientemente inclui
etapa de saponificacdo que € representada por aquecimento com hidroxido de
potassio (KOH), em etanol ou metanol. Para evitar a oxidacdo das vitaminas
lipossoluveis nesta etapa, alguns pesquisadores recomendam a adigdo de
antioxidantes, como 2,6-di-tert-butil-4-metil fenol (BHT), acido ascérbico, pirogalol,
de forma combinada ou ndo (RUPEREZ, 2001).

Apds a saponificagdo, os componentes insaponificaveis como a vitamina E
sdo extraidos com adi¢cao de solventes organicos; enquanto que, os sais de acidos
graxos, o glicerol e outros compostos interferentes permanecem na fase aquosa

alcalina.

2.3.1.2 Determinacgao Analitica

Uma variedade de métodos tem sido descritos para a determinagao analitica
dos isbmeros e homodlogos de vitamina E. Separagdes realizadas em cromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase normal ou reversa, utilizando detectores de
ultravioleta e/ou fluorescéncia, tém sido largamente utilizadas. Esta técnica é
normalmente utilizada na separagcdo de constituintes ndo volateis e de alto peso
molecular (SALO-VAANANEN et al, 2000).

Os tocoferdis e tocotriendis apresentam propriedades fisico-quimicas
peculiares que fazem deles compostos apropriados para serem separados e
quantificados por cromatografia liquida; pois, sdo apolares, n&o volateis, e facilmente
detectaveis por suas caracteristicas UV, fluorescente e eletroquimica (NELIS,
D’HAESE e VERMIS, 2000).

As colunas analiticas para CLAE mais utilizadas para a determinagdo de
vitaminas sao de dois tipos: as de fase normal e as de fase reversa. As de fase
normal s&o polares (silica e outros), produzem separacdo em fases moéveis
extremamente apolares e promovem a separacao de todos os tocoferéis (TURNER e
MATHIASSON, 2000); enquanto as de fase reversa sao revestidas em grau variavel
(de 6 a 18%) com polimeros apolares, octilsilano (C8) e octadecilsilano (C18), que
propiciam melhor resposta com fases moveis polares (SNYDER; KIRKLAND e
GLAJCH, 1997). Porém, nesta fase, ao contrario da fase normal, ndo ha separagao

completa do (3- e do y-tocoferol e tocotrienol.
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Embora os isbmeros (3-, e y-tocoferol e tocotrienol ndo sejam separados
pela coluna C18 usando uma fase movel polar (acetonitrila ou metanol-agua), esta
técnica pode ser aplicada para analise de lipideos antioxidantes nos casos onde um
dos componentes do par isomérico esteja ausente na amostra e/ou ndo seja de
fundamental importadncia a separagdo dos isdbmeros na pesquisa realizada. Os
produtos de origem animal e vegetal, contém na sua composigao, principalmente, a-
e y—tocoferol (CERT, MOREDA e PEREZ-CAMINO, 2000).

Algumas vantagens praticas quanto ao uso desta técnica esta relacionado
ao facil equilibrio da fase movel, reprodutibilidade dos picos cromatograficos
caracteristicos, compatibilidade com grande sensibilidade eletroquimica de
deteccéo, baixa volatilidade dos solventes usados na fase movel e boa seletividade

para os isdbmeros geométricos dos tocotriendis (ABIDI, 2000).

2.3.1.3 Detecgao

Existem varios detectores que podem ser usados junto ao CLAE, como:
detector de absorbancia ultravioleta (UV), detector de fluorescéncia (FL), e detector
eletroquimico (ABIDI, 2000).

Para a determinagcdo de vitamina E, o detector de fluorescéncia é
geralmente utilizado devido a sua elevada sensibilidade e especificidade quando
comparado ao detector de ultravioleta, pois os tocoferdis sdo compostos que
apresentam propriedades fluorescentes (KAMAL-ELDIN et al, 2000; PANFILI,
FRATIANNI e IRANO, 2003).

O acetato de o-tocoferol nao apresenta retencdo em sistemas de fase
normal e ndo € fluorescente nem eletroquimicamente ativo, sendo necessaria a
utilizacdo do detector de absorcdo UV para sua detecgdo nos sistemas de fase

reversa.

2.3.1.4 Quantificagao
Para quantificar as formas de vitamina E em CLAE, tanto a padronizagao

externa quanto a interna pode ser considerada.
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Para a utilizagdo do padrao externo, usam-se concentragées conhecidas de
solucdes de padrdes comerciais. As curvas de calibracdo sdo construidas plotando
alturas do pico ou suas areas absolutas contra as concentragdes correspondentes.
Consequentemente, a padronizagcdo externa pode dar boa precisao, prevenindo as
flutuagdes e perdas associadas com a amostra (NELIS, D’HAESE e VERMIS, 2000).

Quanto a padronizagao interna, a substancia mais frequentemente usada
como padrao interno do a-tocoferol € o acetato de a—tocoferil que difere do a-—

tocoferol quanto a presencga de uma esterificacdo no anel cromanol.

2.3.2 Carotendides

A determinagao de carotendides nos alimentos pode ser realizada tanto de
forma global, determinando-se apenas de forma quantitativa os compostos
presentes na matriz alimentar, quanto de forma que se possam identificar quais os
carotendides que se fazem presentes na amostra.

A forma global de identificagdo dos carotendides baseia-se na determinagao
espectrofotométrica da amostra, fazendo-se leitura da absorbancia do extrato obtido
na etapa de extragdo a um comprimento de onda de maxima absor¢ao do requerido
composto, para em seguida calcular-se a sua concentragao.

A identificacao das xantofilas e carotenos é realizada através da separagao
destes compostos em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), fazendo uso
de métodos em fase normal ou reversa, utilizando detectores de ultravioleta, por
arranjo de fotodiodos, eletroquimico (ED) ou espectrometria de massas (FERRUZZI
et al, 1998; HUCK et al, 2000; ROZZI et al, 2002).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIA-PRIMA

Amostras dos frutos de inaja (Maximiliana maripa) e mari (Poraqueiba
paraensis) utilizadas neste estudo foram adquiridas durante o seu periodo de safra
do ano de 2005, de diversas localidades do Estado do Para (Brasil). As amostras
foram distribuidas em lotes de acordo com sua procedéncia, conforme apresentado

na Tabela 4.

TABELA 4 — Areas do Estado do Para (Brasil) de coleta dos frutos de inaja

(Maximiliana maripa) e mari (Poraqueiba paraensis).

FRUTOS AMOSTRAS LOCALIDADES IDENTIFICACAO*
Lote 1
Abaetetuba-PA Inaja-P1
) (5 Kg; £170 frutos)
INAJA**
o Lote 2
(Maximiliana Abaetetuba-PA Inaja-P2
, (5 Kg; £170 frutos)
maripa)
Lote 3
Abaetetuba-PA Inaja-P3
(5 Kg; £170 frutos)
Lote 1
Belem-PA Mari-P1
(5 Kg; £100 frutos)
MARI
) Lote 2
(Poraqueiba Guajara-PA Mari-P2
, (5 Kg; £100 frutos)
paraensis)
Lote 3
Ilha das Oncas-PA Mari-P3

(5 Kg; £100 frutos)

* Codificagao utilizada no estudo. ** Amostras de mesma regido, porém de areas distantes de 2Km.

Os frutos de inaja, embora tenham sido adquiridos apenas do municipio de
Abaetetuba-PA s&o de areas diferenciadas.

As amostras foram levadas para o Laboratério de Analises da Universidade
Federal do Para (UFPA), onde foi realizada caracterizag&o fisica, despolpamento e
caracterizagao fisico-quimica dos frutos.

A Figura 7 apresenta as etapas pelas quais as amostras dos frutos

passaram, desde a sua coleta até 0 momento de realizagao das analises.
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Matéria-Prima
Caracterizagao Fisica
(Massa — Didametro — Comprimento)

Despolpamento

(rendimento: casca-polpa-semente)

Caracterizagao Fisico-Quimica Liofilizagao da Polpa
Polpa in natura (-80°C / 48h)

Cinzas — Lipideos — Proteina - Umidade

Armazenamento
(-20°C)

Determinagao Determinagao
de Tocoferdis de Carotenodides

FIGURA 7 - Procedimentos realizados nas amostras dos frutos de inaja

(Maximiliana maripa) e mari (Poraqueiba paraensis).

3.2 CARACTERIZACAO FiSICA

A caracterizagao fisica dos frutos foi realizada em cada lote a partir de
amostras selecionadas aleatoriamente. Por apresentarem grau de maturagao, forma
e tamanho homogéneos foram selecionados 30 frutos de cada lote e realizada a
caracterizagdo (massa, comprimento e didmetro), utilizando-se balanga eletrénica

semi-analitica (BG 4400 Gehaka) e paquimetro (MAUD stainless).
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Em seguida, os frutos foram despolpados manualmente e realizou-se a
medida de massa de cada parte individualmente em balanga semi-analitica para
obter-se o seu rendimento em relag&o ao fruto como um todo. Posteriormente, parte
da polpa foi levada a analise fisico-quimica e o restante foi armazenado em
bandejas de aluminio a -20°C, por no minimo 24 horas, para ser submetido ao
processo de liofilizacdo por 48 horas a -80°C (liofilizador Virtis, Bench Top 6K).

Apos saida do liofilizador, as polpas foram acondicionadas em embalagens
de polietileno, identificadas e embaladas a vacuo. As amostras embaladas foram
protegidas da luz com uso de papel aluminio e acondicionadas -20°C até o momento
de serem realizadas as analises de determinacdo de tocoferdis e carotendides

totais.

3.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

A caracterizacgéo fisico-quimica foi realizada nas polpas in natura das frutas
de acordo com os métodos oficiais de andlises de frutas (AOAC, 1997; AOCS,
2002). As analises foram realizadas, em triplicata, no Laboratério de Analises da

Universidade Federal do Para (UFPA), conforme descrito.

3.3.1 Cinzas
A determinagdo das cinzas foi realizada em mufla a 550°C, segundo o
método AOAC 940.26 (AOAC, 1997).

3.3.2 Lipideos

Os lipideos foram extraidos e quantificados de acordo com o método AOCS
Ba 3-38 (AOCS, 2002), expresso em porcentagem; utilizando-se o equipamento de
soxhelet. Este método permite a extracdo de substancias lipossoluveis com éter de

petroleo como solvente.
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3.3.3 Proteina
O teor de nitrogénio total foi determinado pelo método AOAC 920.152,
método Kjeldahl (AOAC, 1997).

3.3.4 Umidade

O método determina umidade e materiais (substéncias) volateis, expressos
em porcentagem a partir da perda de massa da amostra. Para a determinagao do
teor de umidade, foi utilizado o método AOAC 931.04 (AOAC, 1997).

3.4 DETERMINACAO DE TOCOFEROL

3.4.1 Implantagao da Metodologia

A separacao, identificacdo e quantificagdo da vitamina E, em tocoferdis,
presente nas polpas liofilizadas dos frutos em estudo, foi realizado segundo
protocolo descrito por Debier et al (1999), adaptado de Cost (1991), seguido de
algumas modificacdes.

O procedimento do método é descrito para a determinacado de tocoferdis em
amostras por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE); partindo-se do principio
de que o dleo, ou a gordura, ou o material ndo saponificavel, é dissolvido em um
solvente orgénico e submetido a separagdo dos tocoferéis em CLAE. A
concentragdo em tocoferois contidos na amostra foi expressa em pg/g de polpa
liofilizada.

Para a implantagdo da metodologia algumas condigbes cromatograficas
foram testadas, como vazao e concentracdo da fase movel; assim como o tempo de

analise.

3.4.2 Teste da Metodologia
Para a certificacdo de repetibilidade e reprodutibilidade da metodologia
proposta, realizou-se um teste preliminar com o agai, fruto regional, por este ja

apresentar o seu perfil em tocoferol publicado na literatura.
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3.4.3 Protocolo de Determinagao de Tocoferol

3.4.3.1 Reagentes

Os reagentes e produtos quimicos utilizados nesta etapa do estudo foram
todos grau cromatografico ou de alta pureza, conforme descrito.

 Acetato de dl-alfa-tocoferil, > 97% — Ref. 95250 — Biochemika.

+ Etanol 96%, extra puro — Ref. 1.00971 — Merck; Darmstadt, Germany.

+ Etanol absoluto grau cromatografico — Ref. 1.11727 — Merck; Darmstadt,
Germany.

% Eter dietilico estabilizado com 5-10 ppm de BHT — Ref. 1.00921 — Merck;
Darmstadt, Germany.

+ Fenolftaleina, pé — Ref. 2870-04 — J.T. Baker, México, México.

+ Hidroquinona, 99% — Ref. 120915000 — Acros Organics, New Jersey,
USA.

+ Hidroxido de potassio, pellets — Ref. 3140-19 — J.T. Baker, México,
México.

+ Metanol, solvente CLAE - — Ref. 9093-68 — J.T. Baker, USA.

+» Metanol, solvente CLAE - — Ref. 1.06007 — Lichrosolv — Merck; Darmstadt,
Germany.

+ Nitrogénio sem oxigénio 99,9%

% Oleo de coco livre de vitamina E (excec&o)

+ Padréao a—tocoferol — Ref. 1072 — Matreya, Inc.

+« Padrao pB-tocoferol — Ref. 1071 — Matreya, Inc.

+» Padréo y-tocoferol — Ref. 1073 — Matreya, Inc.

+ Padréo &-tocoferol — Ref. 1790 — Matreya, Inc.

+ Sulfito de sddio nono hidratado — Ref. 1313-84-4 — Sigma, Steinhein,

Germany.
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3.4.3.2 Procedimento

a) Preparo das Solugdes

+ Solugao de hidréxido de potassio — KOH: Dissolveu-se 50g de hidroxido
de potassio em 100 mL de agua ultra pura.

+ Solugéo de sulfeto de sddio nono hidratado - NaS.9H,0: Dissolveu-se
12,24489g de sulfeto de sédio nona hidratado em 100 mL de agua ultra pura.

+ Solucao de fenolftaleina: Dissolveu-se 2g de fenolftaleina em 100 mL de
etanol absoluto P.A.

s Solucdo de acetato de dl-a-tocoferil: Aqueceu-se a 60°C por
aproximadamente uma hora o acetato, em banho-maria. Pesou-se
aproximadamente 70 mg (0,07g) deste produto e diluiu-se em 100 mL de etanol grau
cromatografico originando a solugdo A1. Agitou-se por aproximadamente duas
horas. Retirou-se 5 mL, da solugdo A1, e diluiu-se novamente para 100 mL de
etanol, originando a solugdo A2. Fez-se a leitura em espectrofotometro UV a 284nm,
para verificacdo da afericido da concentracdo. As solugcbes A1 e A2 tém validade
maxima de uma semana quando armazenadas a —20°C.

+ Solugao saturada de éter dietilico em agua: Misturou-se 100 mL de éter

dietilico com 900 mL de agua ultra pura.

b) Preparo da Amostra

Foi tomada a massa de 1g de polpa, liofilizada e triturada, em baldo de fundo
chato de 250 mL. Para a amostra de referéncia, pipetou-se 0,5 mL de acetato
(solugdo A2), em baldo de fundo chato de 250 mL. No Quadro 1, estdo
apresentados os reagentes e quantidades adicionados a amostra e a amostra de

referéncia.
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QUADRO 1 - Relagao dos reagentes e quantidades adicionados a amostra e a

amostra de referéncia.

AMOSTRA DE REFERENCIA AMOSTRA
5 mL da solugéo de acetato A, 1g de polpa liofilizada e triturada
25 mL de etanol 96% 30 mL de etanol 96%
10 mL da solugdo KOH a 50% 5 mL da solugao KOH a 50%
0,5 mL de 6leo de coco 2 mL da solugédo Na,S.9H,0
100 mg de hidroquinona 99% 100 mg de hidroquinona 99%

c) Saponificagao

A saponificacdo é a etapa que tem por objetivo hidrolisar ésteres de
tocoferdis; promover a retirada de lipidios e destruir a clorofila presente nas
amostras das polpas dos frutos, facilitando, desta forma, a posterior separacao,
identificacao e quantificagao dos tocoferois.

Nesta etapa, os balées contendo a amostra e a amostra de referéncia foram
conectados a condensadores com adicdo de fluxo de nitrogénio e colocados em
banho-maria a 80°C por 30 min., com agitagdo mecéanica. Apdés o tempo
estabelecido, lavou-se os condensadores com 20 mL de agua ultra pura. Os baldes
contendo a amostra e a amostra de referéncia foram resfriados em banho de gelo.

O material resultante da saponificacdo foi transferido para um funil de
separacao. O residuo restante nos baldes foi transferido também para o funil de
separacgao através da adigao de 40 mL e 25 mL de agua ultra pura para a amostra e
para a amostra de referéncia, respectivamente, garantindo que toda amostra fosse

transferida.

d) Extracao

O procedimento seguinte foi a extracdo do material ndo saponificavel que
contém a fracdo rica em vitamina E. Nesta etapa o processo de separagao se deu
por solido-liquido através da adicdo de um solvente que separa o extrato
saponificavel do nao saponificavel. Foram realizadas duas extracbes em cada

amostra utilizando 150 mL e 100 mL de éter dietilico, para a amostra e a amostra de
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referéncia, respectivamente. Apdés cada adicdo de solvente, fez-se uma agitagao
vigorosa para promover a transferéncia da vitamina para a fase etérea.

Posteriormente, o material saponificavel foi descartado e a fragdo contendo
a vitamina foi lavada quatro vezes com 100 mL de uma solugdo saturada com éter.
Apoés cada lavagem foi adicionada fenolftaleina para verificar o pH da amostra. O
namero de lavagens foi definido em fungdo do pH da amostra (quando nao
houvesse mais mudanca de cor).

Em seguida, a fragdo contendo a vitamina foi filtrada em funil e papel de filtro
(Whatman Qualitative ¢ 150 mm), sendo coletada em baldo de fundo redondo e colo

esmerilhado adaptavel ao evaporador rotativo.

e) Concentragao
O extrato foi concentrado em evaporador rotativo (Laborota 4000), a
temperatura de 35°C e a esta etapa foi utilizado fluxo de nitrogénio para garantir

secagem completa.

f) Separagao Cromatografica

Antes da injecdo do material no cromatografo, os extratos foram
redissolvidos em 10 mL de metanol padrao cromatografico, e adicionados de 200 pL
da solugao de acetato A1, padrao interno. Filtrou-se o extrato em unidade filtrante de
0.5 um de porosidade (Millipore), e injetou-se na coluna cromatografica para analise.

As condigdes cromatograficas utilizadas foram: Cromatégrafo Liquido de Alta
Eficiéncia (CLAE), Shimadzu LC10ATyp; injetor automatico; pré-coluna Gemini C18
Phenomenex (4,0 x 3,0 mm); coluna Gemini C18 Phenomenex (250x4,60 mm, 5u de
particula) fase reversa; detector espectrofotométrico UV-visivel, Shimadzu
SPD10AVyp e detector de fluorescéncia, Shimadzu RF10Ax.; fase movel
metanol:agua (95%:5% v/v); fluxo: 1,0 mL/min.; tempo de corrida: 40 min. Os
solventes, antes de serem usados, foram filtrados em unidade filtrante de 0.5 um de
porosidade. As analises foram conduzidas injetando-se 20 pyL das amostras. Os
cromatogramas e a integragdo das areas obtidas foram realizados com auxilio de

um computador acoplado ao sistema.
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A Figura 8 esquematiza as etapas para a determinagao do teor de tocoferois

nas polpas liofilizadas dos frutos.

Polpa in natura

[ T —— —— I [ T ———— I
|r Preparo da I |r Preparo da _I|
| | I 3 I
|I Amostra | | Amostra Padrao |

Saponificagao
(Hidréxido de potassio a 50% e Hidroquinona)

Extracao
(Sélido-Liquido: Eter dietilico)

Concentragao
(10 mL metanol grau cromatografico)

Separagao em cromatografia

Coluna C18-fase reversa: 20uL — 1 mL/min. — 40min.

Identificagcao em detector de ultravioleta (284 e 292

nm) e de fluorescéncia (exc.: 290 nm e em.: 330 nm)

FIGURA 8 - Etapas de determinacgao do teor de tocoferdis em polpas de frutas,
adaptado de Cost (1991).
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3.4.3.3 Deteccéo, Identificacdo e Quantificacao

A deteccao dos picos dos padrdes comerciais de a-, -, y- e d-tocoferol e do
acetato de dl-a—tocoferil foi realizada pela utilizagdo dos detectores de fluorescéncia
(comprimento de onda de excitagdo das moléculas a 290 nm e de emissédo desta
fluorescéncia a 330 nm) e UV (292 nm).

A etapa de identificacdo foi feita por comparacao dos tempos de retencéo
dos padrbes comerciais de a-, 3-, y e d-tocoferol, analisados nas mesmas condi¢coes
propostas para as amostras.

O processo de quantificacdo de a-, B-, y- e &-tocoferol presentes nas
amostras foi realizado através de curvas de calibragdo externa obtidas para cada
padrao comercial de tocoferol.

As solugbes padrdes do a-, B-, y- e d—tocoferol foram preparadas a partir da
solucdo comercial de cada um. Para a construcdo da curva de calibragdo do a—
tocoferol, utilizou-se uma faixa de concentragdo de 1 a 10 ug/mL. No caso do [3-, y- €
d0—tocoferol utilizou-se uma mistura dos trés padrées com faixa de concentracao de
0,2 a 0,7 pg/mL para o —tocoferol e 0,1 a 0,35 pg/mL para o y- e d—-tocoferol, cada
um. A curva de calibragao foi obtida através da relacdo da area do pico de cada

padrao versus a sua concentracao.

3.5 QUANTIFICACAO DE CAROTENOIDES

A quantificacdo dos carotendides totais presentes nas polpas liofilizadas dos
frutos em estudo, foi realizada segundo o método descrito por Talcott e Howard
(1999) com algumas modificacbes, sendo determinado por meio de

espectrofotometria em ultravioleta.

3.5.1 Procedimento

A metodologia consistiu em pesar 2 g de polpa de fruta liofilizada. Adicionou-
se 25 mL de uma solugdo acetona-etanol (P.A.) (1:1 v/v) e 250 puL de BHT (2,6-di-
tert-butil-4-metil fenol) diluido na mistura dos solventes, a uma concentragao de 20
mg/mL. Homogeneizou-se e filtrou-se o extrato em papel filtro (Whatman

Quantitative @ 150 mm). O procedimento foi repetido até se obter a descoloragéo do
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residuo da polpa, em média quatro extragdes. Completou-se o volume do extrato,
com a solugao acetona-etanol, até 100 mL.

As etapas da metodologia citada acima podem ser visualizadas na Figura 9.

~ Polpa in natura
# Polpa liofilizada

Extracao (4x)

(25 mL acetona:etanol — 1:1 v/v)

Homogeneizagao

Filtracao

Leitura no Espectrofotometro
(453 nm)

FIGURA 9 - Etapas de determinagao quantitativa de carotendides totais nas polpas
de frutas, adaptado de Talcott e Howard (1999).

3.5.2 Preparo da Curva de Calibragao do Beta-caroteno

Para a obten¢ao da curva de calibragdo do padrdo comercial de [3—caroteno
(Sigma), foi utilizado 5,2 mg desta substancia e diluiu-se em 100 mL de hexano P.A.
Desta solugao, uma aliquota foi submetida a varredura no espectrofotdmetro para se
conhecer o comprimento de onda de maxima absorg¢ao do —caroteno nas condi¢des
propostas e desta forma, utiliza-lo como pardmetro na leitura dos extratos das

amostras.
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Posteriormente, a partir da solugdo concentrada preparou-se sete amostras
diluidas, cada uma, em 25 mL da mistura acetona-etanol (P.A.), com concentragdes

variando de 0,4 a 2,8 pg/mL.

3.5.3 Deteccgao e Quantificagao

A deteccao dos carotendides foi realizada em espectrofotdmetro, a partir da
leitura da absorbancia dos extratos obtidos das polpas dos frutos, na regido do UV a
um comprimento de onda de maxima absorgcdo, em acetona-etanol, de 453 nm.

A etapa de quantificacdo foi realizada usando curva de calibracdo do [3—

caroteno, expressa em microgramas por grama (ug/g) de polpa liofilizada.



47

4 RESULTADOS
O trabalho foi realizado em duas etapas: implantacdo de uma metodologia

de determinacdo analitica de tocoferdis e analise de carotendides totais.

4.1 TOCOFEROIS

4.1.1 Escolha da Metodologia

Os tocoferodis sdo compostos lipossoluveis, ndo saponificaveis presentes em
concentragbes baixas nos tecidos vegetais. Uma das particularidades destes
compostos € a sua propriedade de fluorescéncia que é muito usada para detecta-los
e quantifica-los.

As metodologias de quantificacdo podem ser classificadas em dois grandes
grupos:

% Dosagem no 6leo (extrato lipossoluvel global)

Esta metodologia baseia-se na analise do 6leo obtido dos tecidos vegetais.
Geralmente, a extracado € sélida/liquida e o solvente usado permite uma extragao
completa de todos os compostos lipossoluveis. Os solventes mais utilizados séo o
hexano ou éter de petroleo. Para a identificagdo dos tocoferdis, uma aliquota diluida
€ analisada em cromatografia liquida. A separagdo e identificacdo das diversas
formas de tocoferdis, em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) séao
realizadas com uma coluna de fase normal e um detector ultravioleta e/ou de
fluorescéncia.

+ Dosagem no extrato lipossoluvel ndo-saponificavel e semi-purificado

Uma metodologia mais especifica para a extracdo e quantificacdo de
tocoferois, baseia-se na extracdo e fracionamento do extrato lipossoluvel global.
Uma das primeiras etapas, geralmente a saponificagdo a quente, permite a hidrélise
das ligagdes ésteres, a degradagdo de compostos n&o desejaveis (como as
clorofilas nos tecidos vegetais) e a quebra dos tecidos, facilitando desta forma a
extragdo de compostos lipossoluveis. A etapa seguinte €& a extragédo
solida/liquida/liquida com um solvente adequado para os compostos nao

saponificaveis, como o éter dietilico. As detecgdes e a quantificacdo da fragao
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lipossoluvel ndo saponificavel sao feitas em CLAE com uma coluna de fase reversa
e um detector ultravioleta e/ou de fluorescéncia.

Para este estudo, optou-se pela segunda metodologia, apesar das
vantagens apresentadas pela primeira, como: rapidez, facilidade de implantagao e
custo. Os critérios determinantes para a escolha desta metodologia foram:

+ O fato desta metodologia ser aplicavel para frutos oleaginosos e nao
oleaginosos.

+ O rendimento da extragcédo dos tocoferdis ser geralmente superior com
0 uso desta metodologia, 0 que provavelmente permite uma estimativa mais exata
do teor de tocoferodis; pois, um dos objetivos do estudo foi a determinacdo de
tocoferdis em polpas ainda ndo caracterizadas.

+ O extrato final ser uma fragdo dos lipideos totais, e ndo o extrato total
como no caso do dleo. Isto facilita a identificacdo e a quantificagdo dos compostos
desejados, vantagem importante para implantacdo de uma metodologia.

+ O uso da CLAE em fase reversa ser mais comum.

Neste sentido, a primeira etapa do trabalho foi estabelecer as condi¢cdes de
separacao e de identificagcdo dos tocoferéis em cromatografia liquida. Em um
segundo momento, testou-se o protocolo de extragdo com uma polpa (agai) ja
caracterizada na literatura. Por fim, duas amostras de polpas de frutas amazbnicas,

ainda nao caracterizadas, foram analisadas.

4.1.2 Condicdes de Deteccao e Separagao dos Tocoferodis

4.1.2.1 Implantagdo da Metodologia

O protocolo, para a implantagdo da metodologia, foi adaptado do protocolo
descrito por Debier et al (1999), adaptado de Cost (1991). Para reproduzir estes
protocolos, a separagcao e a deteccdo de tocoferdis foram feitas com padrdes

comerciais de tocoferois.
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4.1.2.2 Deteccgao dos Tocoferéis em CLAE

Os padrbes de tocoferol foram injetados e detectados de forma individual,

de cada um deles e desta

A deteccao foi realizada em detector de fluorescéncia, pois os tocoferodis

forma poder identifica-los quando presentes em uma mistura de padrdées e/ou

em CLAE, a fim de se conhecer o tempo de retencao
fazendo parte da constituicido dos extratos obtidos dos frutos.

também sao detectaveis na fluorescéncia e este parametro € muito utilizado, pois

confere a deteccdo uma maior sensibilidade e especificidade. Na Figura 10, pode-se

observar os tempos de retengao para cada tocoferol.
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FIGURA 10 - Cromatogramas referentes ao tempo de reten¢cdo do a—tocoferol (a),

—tocoferol (b), y—tocoferol (c) e &-tocoferol (d).
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Os cromatogramas da Figura 10 apresentam os picos representativos dos
padroes de alfa (II), beta (IlI), gama (IV) e delta (V) tocoferol; usando detector de
fluorescéncia.

Os tempos de retencdo de eluicdo destes picos, de acordo com as
condicbes propostas, foram observados aos 15,8 min. para o d—tocoferol; 19 min.
para o (3 e y—tocoferol, 22 min. para o a—tocoferol.

Estes dados estdo de acordo com a literatura, pois a separagao dos
tocoferdis, utilizando-se uma coluna C18 (fase reversa) e fase mével metanol:agua,
esta baseada em relacdo ao peso molecular e a saturagao da cadeia lateral.

Desta forma, os tocotriendis vao eluir antes dos tocoferdis; fato este
relacionado ao nivel de saturagao da cadeia lateral. Entre os tocoferdis, a separacao
é feita em relagao ao nivel de metilagdo, o que implica na seguinte ordem de saida
destes compostos na coluna: delta-T (IV) (apresenta um grupo metil); beta- e gama-
T (ITI+1V) (cada um possui dois grupos metil, consequentemente possuem o mesmo

tempo de eluicéo); alfa-T (II) (apresenta trés grupos metil).

4.1.2.3 Separagao dos Tocoferdis em CLAE

O método ideal de cromatografia liquida seria aquele que permitisse uma
corrida em tempo reduzido e separacao, dos diversos compostos de um extrato,
com boa resolugdo. Assim, otimizar a separagdo de compostos em CLAE é
determinar parametros que possam diminuir o tempo de corrida (e custo da
experimento) e manter uma resolugdo o6tima entre os picos detectados para cada
composto (largura do pico, forma do pico, relagdo a linha de base, etc.).

Neste sentido, realizou-se trés corridas utilizando-se a mistura de padroes
de tocoferdis livres e acetato de a—tocoferil, com os seguintes parametros de vazéo
da fase moével metanol:agua:

e Metanol 95% e agua 5%
e Metanol 93% e agua 7%

Uma separagao 6tima foi obtida usando-se como fase mével metanol:agua a

95:5 v/v, fluxo 1 mL/min e uma corrida de 40 minutos, conforme pode ser visualizado

na Figura 11 (b).
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apresentam os picos

representativos dos padrdes de alfa (II), beta+gama (III+1V) e delta (V) tocoferol.

Volts
05 000 005 010 015 020 025 030 035 040 045

—_—

— -1

N

045

0,40

0,35

0,30

025

0,20

0,15

0,10

0,

00 25

Minutes

.05
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400

(@)

Volts
Volts

©
=)

0,6 0,7

0,5

03

0,2

0,1

<1
=)

00 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

T T T
— | | | | |
| ! ! i | |
- t—-——I-—-—t-A4-—-F—-+-—l-—
| | | | | | |

08

+07

06

05

04

03

02

01

00

Minutes

(b)

275 300 325 350 375 400

Volts

FIGURA 11 - Cromatograma da mistura dos padrdes de tocoferol.

Condic¢des cromatograficas: detector de fluorescéncia (exc. 290 nm e em. 330 nm), fluxo 1mL/min., fase
metanol:agua (97/3 v/v) (a) e (95/5 v/v) (b), coluna Gemini C18 (250x 4,60 nm 5p).

Mistur Padro T

Para otimizar a deteccdo e separacdo dos padrdes de tocoferdis em

ferdis Livr

condi¢cdes semelhantes as concentragcdes nos extratos das polpas, preparou-se uma
mistura de 90% alfa / 5% beta / 2,5% gama / 2,5% delta-tocoferol comercial. As
proporcdes de cada composto foi determinada em relacdo a composigcao média em
tocoferodis presentes nas polpas de frutos.

Para confirmar a pureza e autenticidade dos padrdes, a absor¢cdo maxima da
solugdo foi determinada a partir de uma varredura em espectrofotometro. Na Figura

12 (a), esta apresentado o espectrofotograma desta mistura.
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FIGURA 12 - Espectrofotograma da mistura dos padrdes de tocoferol (a) e do

acetato de —tocoferil (b).

Espectrofotdmetro: varredura de 200 nm a 800 nm, metanol como solvente e cubetas de quartzo (1 cm).
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Com base no espectrofotograma obtido (Figura 12a), observou-se que o
comprimento de onda de maxima absorgao para a mistura de tocoferéis foi de 292
nm. Isto esta direitamente ligado ao fato de que a absor¢ao maxima do a—tocoferol é
292 nm e que este composto esta presente em uma proporgdo de 90%. O
cromatograma confirma também uma relativa pureza do produto, pois nenhuma

absorcéao diferente foi detectada no visivel.

Acetato de dI-a-tocoferil

A mesma determinacédo do grau de pureza foi realizada para o acetato de
alfa-tocoferil. Este composto é geralmente usado como padrdo interno do alfa-
tocoferol em separacdo com coluna fase reversa.

A varredura da solugdo de acetato (Figura 12b) confirmou que o seu
comprimento de onda de maxima absor¢do é de 284 nm, diferenciando dos
tocoferdis livres que apresentam uma absor¢cao maxima na faixa de 288-292 nm.

E importante destacar que a presenca do grupo acetato nos tocoferois
reduz, consideravelmente, a propriedade de fluorescéncia da molécula, impedindo a
sua detecgao na fluorescéncia. Neste caso, a quantificacdo do acetato de alfa-
tocoferil deve ser em UV (284 nm ou 292 nm). A presenca deste grupo na
constituicido do composto proporciona a molécula um peso molecular superior ao
dos tocoferdis livres e consequentemente, o acetato de alfa-tocoferil (I) apresentara
tempo de retencao de eluicdo do seu pico maior, em torno de 30 min.

Com a separagao dos tocoferdis otimizada, a etapa seguinte foi de
calibragdo do cromatégrafo, a fim de quantificar as diversas formas de tocoferois

presentes nos extratos das polpas em estudo.

4.1.3 Calibragao do Cromatégrafo

Determinaca Parametr libraca
A calibracdo dos detectores do equipamento foi realizada utilizando
concentracdes crescentes da mistura dos padrdes comerciais de tocoferdis, a fim de

obter a resposta destes detectores as diversas concentragdes e assim, determinar a
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faixa otima de uso do aparelho (detector), ou seja, determinar a faixa de
concentracado na qual a relagao resposta/concentragao seja uma regressao linear. A
calibragdo do cromatografo liquido foi feita para o detector de fluorescéncia (exc.

290 nm e em. 330 nm) para os diversos tocoferdis e esta apresentada na Tabela 5.

TABELA 5 - Modelos de regresséo linear, obtidos em CLAE, para detector de

fluorescéncia (exc. 290 nm e em. 330 nm) para os diversos tocoferdis.

TOCOFEROL CONCENTRACAO MODELO DE REGRESSAO P

Alfa 1a 10 pg/mL y = 4,70956*10x - 0,325004 0,9986
Beta-gama 0,3 a 1,05 pg/mL y= 1,87129*10"x + 0 0,9937
Delta 0,1a 0,35 pg/mL y =1,19286*10"x + 0 0,9908

As curvas de calibracdo dos diferentes tocoferoéis foram feitas com faixas de
concentracdes diferentes, pois foram determinadas com base nas concentragdes
geralmente medidas nas polpas de frutas.

Observa-se (Tabela 5) que a declivinidade e o coeficiente da regresséo
linear apresentaram valores diferentes, em relacdo ao tipo de tocoferol e a faixa de
concentragado usados. Para o beta e gama-tocoferol foi determinada uma regresséao
para a mistura destes dois compostos, pois em fase reversa ndo ha separagao
destes compostos.

No sentido de normalizar eventuais variagdes do equipamento (CLAE) entre
as injecdes, a adicdo de uma quantidade fixa de acetato de a—tocoferil serviu de
referéncia para monitorar a reprodutibilidade das analises; logo, um registro da
absorcao a 284 nm de todas as amostras foi realizado.

Desta forma, a calibracdo externa realizada com os padrbes comerciais de
tocoferol permitiu a determinagdo, nas faixas de concentracbes usadas, a relagao
linear entre as concentracoes e a resposta do detector.

Assim, apds o término da etapa de calibracdo, um teste preliminar da
extragao dos tocoferodis e analise em CLAE, foi realizada com uma polpa de fruta ja

caracterizada, a polpa de acai.
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4.1.4 Teste Preliminar da Metodologia

O objetivo da realizagao do teste preliminar foi ter uma primeira estimativa
da repetibilidade e reprodutibilidade da metodologia. Por isso, dois lotes de polpa de
acai foram caracterizados no laboratério.

Os extratos dietil etilico obtidos da polpa de acgai apresentaram-se amarelo-
esverdeados e para ter uma idéia global dos compostos presentes nestes extratos,

realizou-se uma varredura em espectrofotémetro (Figura 13).

3.000

1.000

1.000

FIGURA 13 - Espectrofotograma do extrato de acai.

Espectrofotébmetro: varredura de 200 a 800 nm; solvente metanol e cubetas de quartzo (1 cm).

Os valores de absorcao no visivel foram relacionados com a presenca de
pigmentos na polpa: A coloragdo amarela relaciona-se com a presencga de tocoferois
e/ ou carotendides, como beta-caroteno e licopeno. No entanto, a analise parece
indicar a auséncia de clorofilas no extrato, pois houve absorcdo minima apds o
comprimento de onda de 480 nm.

Com o espectrofotograma apresentado na Figura 13, pode-se perceber que
o extrato apresentou absorgdo no UV; porém, esta medida nao foi suficiente para
concluir sobre a presenca e a concentracdo de tocoferdis no extrato, pois outros
compostos provavelmente também foram absorvidos na faixa selecionada.

Para a identificacdo e a quantificagao dos tocoferdis presentes nos extratos
de acai, fez-se andlise em CLAE. Na figura 14, estdo apresentados os
cromatogramas em UV e fluorescéncia do extrato de agai.

Nos cromatogramas da Figura 14 (a) e (b), observa-se a presenga das
formas de tocoferol: a- e B+y-tocoferol (II e III+1V, respectivamente). O a—tocoferol

(I), em acordo com a literatura, representou a maior parte dos tocoferois totais. O
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pico I, referente ao acetato de a—tocoferil, foi detectado sé no UV e serviu como

padrao interno.

Verifica-se na Figura 14 (a), também a presenca de outros compostos que
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FIGURA 14 — Cromatogramas do extrato de agai.

Condic¢des cromatograficas: detector ultravioleta a 292 nm (a) e detector de fluorescéncia (exc. 290 nm e em.

330 nm) (b), fluxo 1mL/min., fase metanol:agua (95/5 v/v), coluna Gemini C18 (250x 4,60 nm 5p).
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A quantificagdo dos tocoferdis foi realizada usando a deteccdo em
fluorescéncia e a curva de calibragao externa. Na Tabela 6, estdo apresentadas as

concentracdes encontradas nas polpas de agai analisadas.

TABELA 6 — Concentragdes médias (ug/g m.s.) das formas de tocoferdis presentes

nas polpas de acai de dois lotes diferentes.

AMOSTRAS DE AGAI

Lote 1 Lote 2
Media (ug/g m.s.) C.V. Media (ug/g m.s.) C.V.
Alfa 483,22 2,86% 411,45 2,97%
Beta-Gama 12,68 5,42% 8,41 3,22 %
Delta n.d. - % n.d. -%

Origem: *Abaetetuba — PA e **Limoeiro — PA. n=3 (por lote). nd = ndo detectado. m.s. = matéria seca. C.V. =

coeficiente de variagao.

Para a analise destes primeiros dados, relacionou-se os dados obtidos
com os de outras analises e fez-se a interpretagdo com as variagdes ligadas a

metodologia.

o Repetibilidade e reprodutibilidade

Para ter uma estimativa da repetibilidade do método, cada lote de polpa de
acai foi extraido e analisado em ftriplicata. Para cada lote, o erro relativo foi cerca de
3-5% e pode ser considerado como aceitavel para este tipo de metodologia analitica.

A fim de ter uma estimativa da reprodutibilidade, analisou-se polpas de acai
com a mesma procedéncia das analisadas no trabalho de Rogez et al (1996). O
trabalho do referido autor foi realizado com a mesma metodologia do estudo atual,
porém em um laboratério diferente, na Universidade Catdlica de de Louvain (UCL),
Bélgica.

As concentracbes de a—tocoferol (Tabela 6) determinadas nas polpas dos
frutos de acai variaram de 411 a 482 um/g (41 a 48 mg/100g m.s.) de polpa seca, o
que esta proximo ao valor encontrado no acgai (45 mg/100g m.s.) analisado por
Rogez et al (1996).
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No entanto, € importante ressaltar que a comparacéo entre a concentragao
de tocoferol nas amostras foi apenas uma estimativa, pois as matérias-primas
utilizadas nos estudos nao foram as mesmas, apenas tinham a mesma procedéncia.
Este fato pode explicar a variagao entre as duas determinacgdes.

De uma forma geral, a repetibilidade e a reprodutibilidade da metodologia

sao aceitaveis, pois apresentaram erro relativo inferior a 10%.

4.1.5 Analise nos Frutos

Apods o teste preliminar da metodologia, através da analise realizada com
polpas de acai, passou-se a determinagcdo dos compostos de vitamina E dos frutos

selecionados para o estudo.

4.1.5.1 Inaja

Os extratos foram analisados em CLAE, nas condicbes propostas de
trabalho. Na Figura 15 estdo apresentados os cromatogramas em UV e
fluorescéncia do extrato de inaja.

Os cromatogramas (a) e (b) (Figura 15) apresentam a separagao dos
compostos do extrato dietil etilico capazes de serem absorvidos a 292 nm e de
terem a propriedade de fluorescéncia, respectivamente. Os cromatogramas foram
divididos em trés regides: a primeira entre os tempos 2 e 10 minutos; a segunda
entre 10 e 15 minutos e a terceira entre 20 e 38 minutos.

Na primeira regido pode-se visualizar varios picos mal separados e em
baixas concentragdes, a exce¢ao de um pico maior (Figura 15a). Na segunda regiao,
apareceram trés picos com boa resolucdo e tempos de retengdo compativeis aos
tempos observados na literatura para os tocotriendis (Figura 15 a e b).

A terceira regido é a de interesse do estudo e apresentou os seguintes
tocoferdis: a- e B+y-tocoferol (II e III+IV, respectivamente), que obtiveram um perfil
de separacao idéntico ao perfil dos padroes comercial. O a—tocoferol foi a forma que
apresentou maior concentragcédo. O pico I é referente ao padréo interno, acetato de

a-tocoferil, e ndo faz parte da composigao da amostra (Figura 15 a e b).
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— Cromatogramas do extrato de inaja.

No caso do alfa-tocoferol

FIGURA 15
Condigdes cromatograficas: detector ultravioleta a 292 nm (a

fluxo 1mL/min., fase metanol:agua (95/5 v/v), coluna Gemini C18 (250x 4,60 nm 5p).
lotes.

Desta forma, os cromatogramas (a) e (b) (Figura 15) confirmaram a

destes compostos. Na Tabela 7 estdo apresentadas as concentragdes de tocoferol
Os resultados demostraram uma variag

presenca de tocoferdis na polpa de inaja. A etapa seguinte foi a de quantificagao

presentes nas polpas dos frutos de inaja, distribuidos por lote.

concentracdo 2,1 vezes superior ao lote 2 e 12
proporcionalidade do teor entre os lotes, no entanto,

beta-gama e delta-tocoferol.

tocoferdis dos
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TABELA 7 - Concentragées médias (ug/g m.s.) das formas de tocoferois presentes
nas polpas de inaja de trés lotes diferentes.

AMOSTRAS DE INAJA

Lote 1 Lote 2 Lote 3
Media Media Media
C.V. C.V. C.V.
(Lg/g m.s.) (Lg/g m.s.) (Lg/g m.s.)
Alfa 221,00 50,35% 106,81 3,88% 17,60 14,92%
Beta-Gama 32,10 72,63% 19,26 16,17% 6,20 5,97%
Delta 1,03 8,46% 0,72 24,90% 0,28 8,88%

n=3 (por lote). m.s. = matéria seca. C.V. = coeficiente de variagao.

Através dos dados apresentados na Tabela 7, observa-se que houve
problema na repetibilidade das amostras; pois os coeficientes de variacdo foram
superiores a 10% para quase todas as formas de tocoferol, em todos os lotes.

No caso do teste preliminar com o agai, a repetibilidade das extragdes foi em
torno de 3-5%; no entanto, com o inaja obteve-se para o composto principal, o alfa-
tocoferol, presente em maior quantidade, um coeficiente de variagao de 50%.

Considerando esta primeira discussao sobre a repetibilidade das amostras
de inaja, percebe-se que as analises dos resultados apontam para um problema de
repetibilidade da metodologia neste tipo de fruto, o que impede uma concluséao e
determinacado das variagdes no teor de tocoferdis entre os lotes, pois ndo houve
parametros suficientes para estimar se estas variagdes foram peculiares a polpa ou
se houve problema de aplicagdo da metodologia.

A hipotese das variagbes serem em consequéncia do tipo de amostra esta
relacionada ao fato da polpa deste fruto ser bastante fibrosa o que provavelmente
dificultou o seu tratamento (homogeneizagédo) e, por conseguinte a extracdo da
fracdo lipossoluvel ndo saponificavel. No entanto, no acai, polpa usada no teste
preliminar, ndo se observou esta dificuldade uma vez que se analisou 0 suco de
agai, uma amostra em finas particulas e bastante homogeneizada.

Por outro lado, pode-se afirmar que ha presencga de tocoferdis nas polpas de
inaja, pois o perfil de separagao dos tocoferdis destes frutos foi compativel com o
perfil encontrado nos frutos de acgai; no entanto, a quantificagdo (exata) de cada

tocoferol n&o foi possivel de ser determinada.
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Desta forma, € necessario realizar uma adaptacao da metodologia a este
tipo de polpa, que apresenta a propriedade de ser fibrosa, além de ser oleaginosa,
pois se determinou, através da caracterizagao fisico-quimica, que estas polpas

apresentam, em média, 70% de lipideos na sua constitui¢ao.

4.1.5.2 Mari

Os extratos dietil etilicos foram analisados em CLAE, nas condicdes
propostas de trabalho. Na Figura 16, estdo apresentados os cromatogramas em UV
e fluorescéncia do extrato de mairi.

Os perfis de separacdo dos tocoferdis foram semelhantes aqueles
determinados para o agai e o inaja. De forma semelhante ao inaja, distinguiu-se
globalmente nos cromatogramas do extrato de mari trés regides.

A primeira regiao (Figura 16a) apresentou comportamento semelhante a do
inaja (Figura 15a). Na segunda regido (Figura 16b), apareceram o0s picos
observados no cromatograma (a) (Figura 15); porém estes mesmos picos ndo foram
visualizados no cromatograma (b) (Figura 16).

Na terceira regiao também se encontrou, como os principais tocoferois
presentes na composicdo da polpa de mari, o a- e B+y-tocoferol (Il e II+IV,
respectivamente), que obtiveram um perfil de separagcédo idéntico ao perfil dos
padrées comercial. O a—tocoferol foi a forma que apresentou maior concentragao.
Vale ressaltar que o pico I ndo faz parte da composi¢cao da amostra pois é referente

ao padrao interno, acetato de a—tocoferil (Figura 16 a e b).
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FIGURA 16 — Cromatogramas do extrato de mari.
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Condigdes cromatograficas: detector ultravioleta a 292 nm (a) e fluorescéncia (exc. 290 nm e em. 330 nm) (b),

fluxo 1mL/min., fase metanol:agua (95/5 v/v), coluna Gemini C18 (250 x 4,60 nm 5).

Neste sentido, através dos cromatogramas (a) e (b) (Figura 16) confirmou-se

A etapa seguinte foi a de quantificagéo

a presenca de tocoferdis na polpa de mari.

destes compostos. Na Tabela 8 estdo apresentadas as concentragdes de tocoferol

presentes nas polpas dos frutos de mari, distribuidos por lote.

és

se perceber que dos tr

Com os dados apresentados na Tabela 8, pode-

lotes analisados, somente o lote 3 apresentou todos os coeficientes de variacdo a

baixo do limite de 10%, pois o lote 2 apresentou coeficiente de variagdo em torno de

10% e o lote 1 entre 8 e 80%, para a concentragao dos tocoferois.



62

TABELA 8 - Concentragées médias (ug/g m.s.) das formas de tocoferois presentes
nas polpas de mari de trés lotes diferentes.

AMOSTRAS DE MARI

Lote 1 Lote 2 Lote 3
Media Media Media
C.V. C.V. C.V.
(Lg/g m.s.) (Mg/g m.s.) (Lg/g m.s.)
Alfa 197,58 8,73% 146,88 11,40% 149,89 2,11%
Beta-Gama 6,94 21,12% 7,87 11,94% 10,40 1,97%
Delta 0,653 82,57% 0,81 13,75% 1,08 3,72%

n=3 (por lote). m.s. = matéria seca. C.V. = coeficiente de variacéo.

Estas variagbes nos coeficientes podem ter sido em consequéncia da
dosagem das concentragbes, pois o coeficiente de variagdo foi maior quando a
concentracido do composto apresentou-se menor.

Este fendbmeno geralmente pode esta ligado a precisdo dos aparelhos de
medida (por exemplo, CLAE), ou também aos efeitos de massa e de sinergismo
entre os compostos. Assim, a precisdo do equipamento foi maior para o alfa
tocoferol do que para o delta-tocoferol, uma vez que a concentracéo do alfa-tocoferol
foi 150 vezes maior que a do delta. Isso pode explicar a obtengao de coeficientes de
variacao elevados para as triplicatas de delta-tocoferol. Este fato foi verificado tanto
para as amostras de mari quanto para as de inaja.

Desta forma as determinacdes referentes ao lote 2 puderam ser
consideradas validas. Porém, os resultados do lote 1 foram considerados os menos
confiaveis, provavelmente pelo fato de que houve, entre as formas de tocoferol, uma
variagcédo importante dos coeficientes (8% a 80%).

Com as consideracgoes feitas para o lote 2, pdde-se estabelecer junto com os
dados pertencentes ao lote 3 (coeficientes de variagao inferiores a 10%) a média da
concentracdo em tocoferol nas polpas de mari. Na Tabela 9 estdo apresentados os
valores médios das concentragdes das diferentes formas de tocoferol presentes nas
polpas de mari.

Os dados apresentados na Tabela 9 confirmam que o alfa-tocoferol

representa cerca de 90% dos tocoferdis presentes nas polpas de mari.
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TABELA 9 - Valores médios das concentragdes (ug/g) das diferentes formas de
tocoferol presentes nas polpas de mari.

[C] MEDIA (g de [C] (100g de polpa [C] (67g /fruto)

TOCOFEROL %*
polpa seca) fresca) (U=50%) 31% de polpa
AlfaT 93,65 148,40 ug 7,42 mg 1,54 mg
Beta-Gama T 5,75 9,14 ug 0,46 mg 0,10 mg
Delta T 0,60 0,95 ug 0,05 mg 0,01 mg
TE 0,15117 7,56 1,57

* representacdo percentual da forma de tocoferol presente na polpa. U = umidade. TE = a—tocoferol, mg x 1 TE;

+y-tocoferol, mg x 0,3 TE; d-tocoferol, mg x 0,03 TE.

A concentragcdo de vitamina E em sementes oleaginosas geralmente é
elevada e representa uma de suas caracteristicas nutricionais mais importantes. Em
matérias—primas como aveld e sementes de girassol, o teor de vitamina E é
abundante, em torno de 25 mg/100g e 46 mg/100g, respectivamente.

A concentracdo média de tocoferol na polpa dos frutos de mari foi de 158,49
ug/ g de m.s., teor inferior aquele encontrado no agai. Porém, quando se compara
com o estudo realizado por Delgado-Zamarrefio et al (2001) em sementes e nozes
percebe-se que os valores encontrados para o mari foram préximos aos valores do
referido estudo.

A importancia desta vitamina para as frutas esta relacionada a propriedade
de protecdo dos lipideos insaturados contra a oxidagdo, permitindo sua
conservagao. De maneira semelhante, a vitamina E age no corpo humano, inibindo a
acéao dos radicais livres sobre as células do organismo.

No entanto, os humanos nédo sdo capazes de biossintetizar esta vitamina,
sendo necessario suprir suas necessidades através da dieta. Assim, a ingestao
diaria de vitamina E é em torno de 15 a 19 mg de a—tocoferol (1 mg de d-a—tocoferol
é equivalente a 1 TE).

Desta forma, para suprir esta recomendacao de vitamina E, seria necessario
o consumo de 200 g de polpa fresca de mari, equivalente ao conteudo de polpa de 9
frutos, uma vez que estes frutos apresentaram peso médio de 67 g (Tabela 13).

A ingestdao de capsulas gelatinosas de acetato de dl-a—tocoferil (formas
farmacéuticas) parece ser alternativa para suprir as recomendacgdes diarias, pois

podem ser encontradas em apresentagdes de 100 ou 400 mg. Isto corresponderia a
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um consumo de 60 frutos de mari para equivaler a ingestao diaria de uma capsula
de 100 mg.

Porém, a capsula de acetato de dl-a—tocoferil, s6 é absorvida apés hidrélise
do éster, ao nivel das porgdes intermediarias do intestino delgado, em uma
proporcao de 20 a 40% aproximadamente; enquanto que, a absorgdo do a—tocoferol
no organismo é praticamente de 100%.

Estes primeiros resultados abrem perspectivas tanto na area da nutricao
qguanto na de tecnologia de alimentos, pois este tipo de fruto pode ser considerado

como fonte apreciavel em tocoferdéis.

4.2 CAROTENOIDES

4.2.1 Determinacgao de Carotendides

A determinacdo dos carotendides nas polpas das frutas selecionadas foi
realizada por espectrofotometria que fornece uma estimativa geral do conteudo de
B—caroteno presente na amostra.

Segundo as informagdes da literatura, a proporcédo de B—caroteno, em
relagdo ao teor total de carotendides, € bastante elevada. Neste sentido, a
quantificacdo dos carotendides foi feita considerando que o —caroteno representa
quase que a totalidade dos carotendides. Assim, o padrdo usado para a

determinacgao dos carotendides totais foi o 3—caroteno.

4.2.2 Curva de Calibragao do 3-Caroteno

No sentido de confirmar o grau de pureza do padrao comercial, realizou-se
um espectro de varredura, apresentado na Figura 17.

O espectrofotograma de varredura da solugdo de [—caroteno (Figura 17)
apresentou dois comprimentos de onda de absor¢gdo maxima a 453 nm e 470 nm,;
sendo o comprimento de onda a 453 nm o que apresentou uma maior absorgao.
Isso permitiu confirmar a identificagdo do [3—caroteno e selecionar o comprimento de

onda de 453 nm para realizar as analises.
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FIGURA 17 - Espectrofotograma do padrao comercial de [3-caroteno.

Espectrofotdmetro: varredura de 380 a 665 nm; solvente acetona-etanol e cubetas de quartzo (1cm).

A curva de calibracdo foi obtida a partir de varias solugbes preparadas com
concentragdes diferentes do padrao de [—caroteno. Na Figura 18, esta apresentada

a curva de calibracédo do padrao de [3—caroteno.
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Abs. = E%*C*L
y = 0,2651x
R? = 0,9989
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FIGURA 18 — Curva de calibracido do [3—caroteno.

Espectrofotémetro: comprimento de onda 453 nm; solvente acetona-etanol e cubetas de quartzo (1cm).

A faixa de concentragdes usadas foi de 0,4 a 2,8 ug/mL. As absorg¢des das
aliquotas a 453 nm apresentaram valores de absorbancia entre 0,100 e 0,734 A.
Através da linearizacado destes dados, obteve-se a curva de calibragdo com

coeficiente de correlagdo (r’) maior que 0,9989.
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Os parametros da Lei de Lambert-Beer foram determinados para obter-se o
valor da absortividade molecular que foi calculado em 2651, a partir da curva de
calibragao. O valor da absortividade esta relacionado ao tipo de solvente utilizado.

Esta relacdo entre concentragdo em [(3—caroteno e absorgao foi usada para

quantificar os carotendides totais nas amostras.

4.2.3 Quantificagao de Beta-caroteno nas Frutas

Considerando que o [(—caroteno representa quase a totalidade dos
carotendides em polpa de frutas, a curva de calibragcdo determinada foi usada para
quantificar os carotendides totais.

Na Figura 19 estao apresentados os valores médios, por lote, dos teores de

[3—caroteno, em base seca, nas polpas dos frutos.

400 - O INAJA-P1
B INAJA-P2
350 - B INAJA-P3
1 MARI-P2

OMARI-P3

Teor em beta-caroteno
(microg/g MS)
N
o
o

Inaja Mari
Polpas Liofilizadas dos Frutos

FIGURA 19 — Média, por lote, do teor em —caroteno (ug/g matéria seca) das polpas

de inaja e mari.

Observa-se, na Figura 19, que as médias dos teores em [3—caroteno
contidos nas polpas dos frutos variaram de 74 - 157 ug/g no inaja e de 142 - 376
Hg/g no mari. Vale ressaltar que estes valores podem esta subestimados, pois na
etapa de filtragao do extrato ha retencado de pigmentos no papel filtro usado, néo se

tendo a possibilidade de determinar esta perda.
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4.2.3.1 Inaja

As polpas dos frutos de inaja (P1, P2 e P3) foram analisadas em ftriplicata. O
coeficiente de variagcdo calculado entre as ftriplicatas ficou na faixa de 2,91-7,57%.
Geralmente, admite-se uma variagcao de até 10% como aceitavel para este tipo de
determinacéo.

O teor em beta-caroteno entre os lotes apresentou variagao importante. As
polpas oriundas do lote 2 apresentaram uma concentragdo média 1,44 vezes maior
do que as amostras do lote 1 e 2,10 vezes maior do que as do lote 3.

Segundo Rodriguez-Amaya (2000), o conteudo de carotendides pode ser
afetado por uma série de fatores como: o grau de maturagao, o tipo de solo e as
condigbes de cultivo, as condi¢des climaticas, a variedade dos vegetais, a parte da
planta consumida, o efeito dos agrotdxicos, a exposigao a luz solar, as condi¢des de
processamento e a estocagem.

Para ter uma estimativa das condig¢des fisioldgicas e eventualmente do
genotipo das plantas coletadas, os parametros fisico-quimicos destes frutos foram
determinados (Tabelas 10 e 11) com o objetivo de tentar relacionar ao teor em

carotenoides.

TABELA 10 - Caracterizagao fisica dos frutos de inaja, distribuidos por lote.

PARAMETROS ANALISADOS
AMOSTRA
Massa(g) Com(cm) ¢@(cm) Casca(%) Polpa(%) Semen(%)
Inaja-P1 30,00+3,71  5,50+0,33 3,12+0,15 24,96 32,40 42,64
Inaja-P2  40,33+4,34 6,12+0,34 3,57+0,20 18,88 38,42 42,69
Inaja-P3  25,48+3,43 5,41+0,31 3,21+0,17 20,92 38,30 40,78

Com = comprimento. @ = didmetro. Semen = semente. n=30.

Observa-se na Tabela 10 que os tamanhos dos frutos foram semelhantes
entre os lotes; porém, as massas apresentaram-se diferentes.

A proporcéo média de polpa do lote 2 foi maior que a do lote 1 (1,19 vezes)
porém nao diferiu da propor¢ao média do lote 3, apesar deles terem apresentado
massas bem distintas. Estas diferencas podem estar ligadas ao grau de maturagao
dos frutos; pois, apds a maturagdo ndo ha mais aumento no tamanho do fruto.

Outro parametro importante para monitorar o estado de maturacado do fruto

foi o teor de lipideos, devido as mudangas quimicas que ocorrem nesta fase do fruto.
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Observa-se na Tabela 11 que as amostras pertencentes ao lote 3 obtiveram
teores em lipideos superiores as amostras do lote 1 e 2 em 1,20 e 1,08 vezes,
respectivamente. No entanto, quando se compara o teor em lipideos aos resultados
de concentragdao em [—caroteno destes frutos pertencentes ao lote 3, percebe-se
que foi o que apresentou menor concentracdo. Este fato pode esta relacionado ao
grau de maturacéao do fruto, o que provavelmente pode interferir na concentragao de

carotendides presentes na polpa.

TABELA 11 - Caracterizagao fisico-quimica das polpas de inaja, em base seca,

distribuidos por lote.

PARAMETROS ANALISADOS
AMOSTRA  (Cinzas (g/100g Lipideos (% Proteina* Umidade(%)
m.s.) m.s.) (9/100g m.s.) (in natura)
Inaja-P1 3,62+0,21 65,10+0,41 7,03+0,13 45,77+1,64
Inaja-P2 3,83+0,15 72,61+£0,30 6,9110,22 52,32+0,70
Inaja-P3 3,92+0,01 78,47+0,86 7,1710,20 54,00+1,05

*N x 6,25. n=3.

Como a repetibilidade dentro dos lotes apresentou coeficientes de variagao
inferiores a 10%, pOode-se considerar que todas as analises foram validadas e desta
forma determinou-se a concentracdo média em [3—caroteno presente nas polpas de

inaja. Este dado encontra-se na Tabela 12.

TABELA 12 - Valor médio da concentragao (ug/g) em carotendides presentes nas
polpas de inaja.
[C] MEDIA (g de [C] (100g de polpa [C] (32g /fruto)
polpa seca) fresca) (U=50%) 36% de polpa

%*

[B-caroteno 90 113,30 ug 5,70 mg 0,70 mg
RE 18,9 950 117

* representacéo percentual da forma de carotendide presente na polpa. [C] = concentragdo. U = umidade. 1RE =

6 pg B-caroteno.

Quando se compara o valor encontrado do teor em [3—caroteno da polpa de

inaja (Tabela 12) com os valores encontrados por Rodrigues-Amaya (1996) para
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frutos oriundos de palmeiras do norte do pais, como buriti, tucuma, bocaiuva e
pupunha, observa-se que o fruto em estudo apresentou teor em B—caroteno inferior
ao encontrado no buriti (360 pg/g). Porém, quando se comparou aos outros frutos
referenciados, notou-se que a concentracdo no inaja apresentou-se ligeiramente
maior em relacdo ao tucuma (107 pg/g) e que foi significativamente superior a dos
outros dois frutos: bocaiuva (55 pg/g) e pupunha (22 pg/g).

Desta forma, os frutos de inaja para suprirem as necessidades de ingestao
diaria dos seres humanos neste nutriente, uma vez que ndo possuem a capacidade
em biossintetiza-lo, devem ser consumidos em torno de 100 g/dia de polpa fresca, o
correspondente a oito frutos por dia.

Neste sentido, pode-se considerar o fruto de inaja como fonte relevante em

carotenoides.

4.2.3.2 Mari

Como realizado para o fruto de inaja, as polpas do fruto de mari foram
analisadas em triplicata. Os coeficientes de variagdo encontrados entre as triplicatas
dentro dos lotes ficou na faixa de 1,1-4,1%. Estes valores apresentaram-se dentro
do limite aceitavel de coeficiente de variagao (<10%) para o tipo de analise e foram
menores do que os valores encontrados para o inaja.

O teor em beta-caroteno entre os lotes deste fruto apresentou variagao
importante. As polpas oriundas do lote 1 apresentaram uma concentragdo meédia
2,29 vezes maior do que as amostras do lote 2 e 2,63 vezes maior do que as do lote
3.

Do mesmo modo como realizado para o inaja, determinou-se os parametros
fisico-quimicos destes frutos (Tabelas 13 e 14), na tentativa de estimar as condi¢des
fisiologicas e eventualmente o gendtipo das plantas coletadas, com a relagéo do teor
em carotendides destes frutos.

Observa-se na Tabela 13 que o tamanho dos frutos foram bem semelhante
entre os lotes, assim como as massas. Porém, observou-se que a propor¢ao media
de polpa do lote 1 foi maior que a dos outros lotes (1,21 vezes e 1,27 vezes,

respectivamente). Isso poderia esta relacionado a um grau de maturacgao diferente.
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TABELA 13 - Caracterizagao fisica dos frutos de mari, distribuidos por lote.

PARAMETROS ANALISADOS
AMOSTRA
Massa(g) Com (cm) @(cm) Casca(%) Polpa(%) Semen(%)
Mari-P1 67,50+11,66 6,46+0,39 4,50+0,21 38,47* 61,53
Mari-P2  67,11+10,29 6,86+0,64 4,19+0,25 31,67* 68,33
Mari-P3  71,03+13,78 7,15+0,71 4,13+0,30 30,41* 69,59

*casca e polpa foram considerados como uma unica parte. Com = comprimento. @ = diametro. Semen =

semente. n=30.

O teor em lipideos também foi um parametro importante para monitorar o
estado de maturacéo do fruto, como foi comentado no caso do inaja. Observa-se na
Tabela 14 que as amostras pertencentes ao lote 1 foram superiores as amostras do
lote 2 e 3 em 1,08 e 1,35 vezes, respectivamente para o teor em lipideo, o que pode
estar relacionado a concentracao elevada destes frutos em [3—caroteno, uma vez que

fazem parte da fracao lipossoluvel.

TABELA 14 — Caracterizacao fisico-quimica das polpas de mari, em base seca,

distribuidos por lote.

PARAMETROS ANALISADOS
AMOSTRA™  Cinzas (g/100g Lipideos (% Proteina* Umidade(%)
m.s.) m.s.) (g/100g m.s.) (in natura)
Mari-P1 5,82+0,22 82,36+0,30 4,94+0,11 65,62+0,28
Mari-P2 4,79+0,02 76,06+0,79 4,47+0,05 57,51+1,81
Mari-P3 3,96+0,005 60,89+0,14 5,850 49,50+1,26

*N x 6,25. ** casca e polpa foram considerados como uma Unica parte. n=3.

Como o coeficiente de variacdo da repetibilidade das amostras analisadas
foram inferiores a 10%, pdde-se considerar que todas as analises foram validadas e
desta forma determinou-se a concentracdo média em B—caroteno presente nas
polpas de mari. Este dado pode ser encontrado na Tabela 15.

Quando se compara o valor encontrado do teor em [3—caroteno da polpa de

mari (Tabela 15) com os valores encontrados por Rodrigues-Amaya (1996) observa-
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se que o fruto de mari, assim como o de inaja, apresentou teor em [3—caroteno

inferior ao encontrado no buriti (360 pg/g).

TABELA 15 - Valor médio da concentragao (ug/g) em carotendides presentes nas

polpas de mari.

[C] MEDIA (g de [C] (100g de polpa [C] (67g /fruto)
polpa seca) fresca) (U=50%) 31% de polpa

%*

[B-caroteno 90 227,30 ug 11,4 mg 2,40 mg
RE 38 1900 400

* representacéo percentual da forma de carotendide presente na polpa. [C] = concentragdo. U = umidade. 1RE =

6 ug B-caroteno.

Porém, quando se compara com os valores encontrados para o tucuma (107
ug/g), bocaiuva (55 ug/g) e pupunha (22 ug/g), observa-se que o teor em [—caroteno
no mari foi significativamente superior ao teor destes frutos. E notavel também, que
o teor deste carotendide foi duas vezes maior no fruto de mari quando comparado
ao de inaja.

Assim, seria necessario o consumo de 50 g de polpa fresca de mari para
que a recomendacao de vitamina A diaria dos seres humanos fosse suprida. Este
consumo em polpa é equivalente ao consumo de trés frutos diariamente, o que o

torna uma fonte relevante em carotendides.
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5 CONCLUSAO

A primeira etapa do trabalho foi focalizada sobre a selecdo e a implantagao
de metodologia de determinagao de vitamina E e pro-vitamina A.

Quanto a implantagdo da metodologia de determinagdo de vitamina E,
conseguiu-se reproduzir o protocolo de Debier et al. (1996) adaptado de Cost
(1991). A metodologia foi baseada na extragdo e separagcdo em cromatografia
liquida do extrato lipossoluvel ndo saponificavel da polpa de fruta.

Com o uso de uma mistura de padrbes comerciais (90% alfa / 5% beta /
2,5% gama / 2,5% delta-tocoferol) determinou-se os parametros 6timos para a
separacao e deteccao dos tocoferdis. As condigdes de separacdo em CLAE foram:
coluna em fase reversa C18, fase movel metanol/agua 95/5 (v/v), fluxo de 1 mL/min.
Utilizou-se detecgdo tanto com absorgcdo no ultravioleta (292 nm) quanto em
fluorescéncia (exc. 290 nm e em. 330 nm)

Para determinar repetibilidade e reprodutibilidade da metodologia, um teste
preliminar foi realizado com amostras de acai. Os coeficientes de variacdo das
analises foram inferiores a 10%, garantindo uma boa repetibilidade das andlises,
pois geralmente este € o limite aceitavel de validacdo de metodologia analitica.

Os resultados obtidos com a polpa de inaja apresentaram baixa
repetibilidade, com coeficiente de variacdo superior a 10%, o que dificultou a
interpretacdo dos resultados. Testes preliminares no laboratério sugeriram que a
baixa repetibilidade dos resultados pode estar ligada as dificuldades de
homogeneizagao deste tipo de polpa (fibrosa).

No caso do mari, os coeficientes de variagao entre as triplicatas variaram na
faixa de 3-12% e os resultados puderam ser interpretados. O mari apresentou
concentracdo média de tocoferdis de 158 pg/ g de m.s., com proporcao de 93,65%
de alfa, 5,75% de beta-gama tocoferol e 0,60 de delta-tocoferol. A concentragdo em
tocoferol destes frutos pode ser considerada significativa, pois o0 consumo de 9 frutos
(uma vez que apresentam um baixo rendimento em polpa) conseguem suprir a
recomendacéo diaria de vitamina E (15-19 mg/dia).

Quanto a analise espectrofotométrica de determinagéao de pro-vitamina A, os
teores em B—caroteno dos frutos estudados classificou-os como fontes expressivas

neste nutriente, pois o consumo de 8 e 3 frutos de inaja e mari, respectivamente sao
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necessarios para suprir a recomendacao diaria de vitamina A (700 a 900 RE) na
dieta humana.
Entre os frutos estudados, o mari foi o que apresentou maior concentragao

média em [—caroteno (227 ug/g polpa seca).
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Identificagdo de outras frutas amazénicas com potencial em vitamina E e
pré-vitamina A;

Quantificagao de tocotriendis na polpa de frutas amazdnicas;

Implantagdao da metodologia de determinagao de carotenos por CLAE;

Determinacdo de outros constituintes importantes nutricionalmente, como
por exemplo, acidos graxos, aminoacidos e minerais, que se fazem presente na
composicao de frutas amazoénicas; e,

Caracterizacao do 6leo extraido da polpa de frutos amazénicos com relagao

ao teor de tocoferol, verificando o impacto do processo de obtencio.
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