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1. INTRODUCAO

A vitamina A & considerada constituinte essencial na ali-
mentacdao animal em virtude de nao ser armazenada nem biossin-
tetizada pelo organismo. Sua suplementagao continua €, entao,
necessiaria para satisfazer as exigéncias diarias.

Frutas e hortaligas constituem boa fonte de vitamina A. En-
tretanto, vegetais a contém sob forma de caroteno, ou sejam
provitaminas A.

Distinguem-se varios carotenos, sendo discutida sua quali-
dade como provitamina A (5,6). De qualquer modo, de todas, o
g-caroteno representa a provitamina A mais eficiente. Assimga
riqueza de um material vegetal em B-caroteno € o melhor crite-
rio de sua classificac@o como fonte de vitamina A. OQutrossim,
o teor em B-caroteno dos alimentos & fator importante para se
poder apreciar seu valor nutritivo.

A avaliacao de carotenos baseia-se em métodos biologicos
(1, 10), quimicos (4, 5) e fisicos (2, 11, 12). Mas a determi-
nacio & dificultada por sua instabilidade diante de certos a-
gentes, tais como oxigénio (3), luz (11, 12) e aquecimento (6,
9).

A separacgdo de carotenos, licopeno e xantofilas, dos demais
componentes encontrados em material vegetal, € facilmente con-
seguida por definidos sistemas de solventes organicos, propos-
tos por varios autores (1, 3, 5, 6 e 13). A escolha entre es-
tes sistemas depende da finalidade analitica e em parte preve
saponificacgoes (3, 6 e 12).

Para a separagao de o e B-caroteno de licopeno e outros
constituintes 1lipossoliveis tem sido usada a coluna cromato-
grafica,aplicando-se sistemas de solventes de polaridade defi-
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nida. Tem-se preferido a coluna com alumina e outros adsorven-
tes de carater aproximadamente neutro (2, 3, 5, 7, 12 e i o ) .
polaridade do sistema de solventes € de facil controle pela
aplicacao de acetona, butanol e outros solventes, com os quais
se consegue extragoes seletivas (1, 5, 6 e 13). A separacao
por cromatografia de particdo (1, 8 e 12) tem também tido am-
pla aceitacao.

Os meétodos para avaliagao de g-caroteno nem sempre sido de
execugao suficientemente facil para permitir sua utilizacao em
forma rotineira.

0 proposito deste estudo € apresentar uma técnica de rotina
que permita avaliar o teor em B-caroteno e distingui-lo anali-
ticamente de o-caroteno e licopeno, este ultimo sendo consti-
tuinte abundante em tomate.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

Utilizamos para o estudo amostras de tomate, cenoura e abo-
bora, todos provenientes do mercado de Vicosa. Ainda foram
usadas amostras de alguns cultivares de tomate de procedéncia
variada.

2.2. Métodos

Apos os ensaios preliminares, elaboramos uma técnica de a-
valiacao que consiste das seguintes estapas:

Extragao. Uma porgao adequada de material logo depois de
dar entrada no laboratdrio, foi pesada (peso p, em gramas) e
liquidificada com definida quantidade (volume vy, em milili-

tros) de eter de petrdleo pesado, récem-destilado (fracdo en-
tre 70 a 909C). O extrato foi colocado em frasco erlenmeyer e
conservado no escuro, hermeticamente fechado com peliculas de
parafilme.

Preparo da Coluna. A coluna consistia de um tubo (1 cm x
20 cm) contendo alumina com sulfato de sodio anidro a7 = 8);
e, em ambas as extremidades, camadas de sulfato de sodio ani-
dro de 1 cm, aproximadamente.

Fracionamento. Uma aliquota de extrato [vz, ml) foi fracio-

nada na coluna sem aumentar a polaridade do solvente. As fra-
goes foram conservadas no escuro até sua medigdo no espectro-
fotometro. Por ocasido da analise foi medido o volume do elua-
to (VS. ml).

Leituras. As medigdes foram feitas em comprimentos defini-
dos, utilizando-se espectrofotometro Zeiss, PMQ II.

2.3. Caleulo

0 calculo dos teores foi baseado nas extincdes unitarias
observadas por outros (5) e em valores nossos, experimental-
mente apurados. Deste modo, resultaram as formulas validas
para os teores de:

a-caroteno: (1’42‘E460 = Egqs) V3-vg

mg$
1,05.d.v,.p
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(Egqs = 0,99.BEpq0) V3.V
0,81.d.v2.p

B-caroteno: mg$

Sty e ARy
3.56.d.v2.p
onde 'E' expressa as extingdes, em %, no comprimento de onda
individualmente especificado, e 'd' indica a espessura da cu-

ba, em cm, do espectrofotometro. Os demais simbolos ja foram
definidos anteriormente.

Licopeno: mgh

3. RESULTADOS E CONCLUSOES
3.1. Carotenoe
3.1.1. Espectro de Absorgao de B-caroteno Auténtico
0 espectro de B-caroteno puro em éter de petrdoleo pesado
comparado com o obtido em éter de petroleo leve (5) consta da

figura 1.
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FIGURA 1 - Espectro de Absorgao de g-Caroteno em Eter de Pe-
troleo Leve (—) e Pesado (---3.

Em razao das concentragoes extremamente baixas, a compara-
cdo com valores oferecidos pela literatura so poderia ser qua-
litativa. Para efeito de uniformizagao escolhemos o valor da
extlngao maxima em 452 nm. A comparacao evidenciou que as po-

sigdes das caracteristicas - o perfil, em especial Ao ¥ 18K

tingdes e ombros - do espectro s3ao do mesmo comprimento, e as
extingoes sao iguais dentro de 10%.

3.1.2. Espectros de o e B-caroteno nos Eluatos

Na extragao dos carotenos do material natural contavamos
com outros solutos de dificil separagao, além de «-caroteno
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(12). Realmente, os eluatos ndo acusaran separacgao dos dois
carotenos em apreco. =

0 espectro de B-caroteno auténtico, em comparagiao com o de
a-caroteno, conforme indicado pela literatura, & representa-
do na figura 2.

Os dois espectros, conforme o comprimento, apresentam ex-
tingoes bem diferentes. Esta informacao nos animou a valer das
diferencas entre os dois espectros para calcular o teor em o e
g-caroteno. Os dois comprimentos escolhidos para este fim fo-
ram 445 e 460 nm. Ainda havia divida sobre a presenca de ou-
tros constituintes, ‘'impurezas', que interferissem nas medi-
¢oes. Assim, desenvolvemos dois ‘critérios de impureza', ba-
seados no fato de que o e B-caroteno tém espectros com 3 com-
primentos de extingdo iguais: 438, 448 e 468 nm em solugoes de
concentragao percentual igual.

Os_ valores das extingoes em dois comprimentos, 445 e 460
nm, sO permitem calcular o teor de « e de B-caroteno em elua-
tos nao contaminados com impurezas. Ainda, os 3 valores da ex-
tingao em 438, 448 e 468 nm permitenm comprovar a hipotese de
pureza. Para este efeito, estabelecemos duas formulas como
critério de impurezas:

1) = |By38/Eg4g - 0,858

1) = |By6g/Bqqg - 0,87]%
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FIGURA 2 - Espectros de Absorgdo de B-caroteno (----) e a-caro-
teno (—).

Vale lembrar que as impurezas (i1 ou 12}‘ assim expressas,

nao podem revelar o teor molar por falta de mais informagoes.
As formulas representam apenas um critério relativo. Ambas tem
o mesmo valor informativo.
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3.1.3. Teor de o e B-caroteno em Hortaligas

No material de natureza diversa, analisado para este fim,
percebemos que o eluato continha g-caroteno e quantidade va-
riavel de a-caroteno (guadro 1).

QUADRO 1 - Teores Relativos* de a-caroteno e Impurezas de de-
finigao i1 e 12**. :

Frutos a-caroteno il i2
Tomate 0 3 2
Cenoura 145 0 2
Abobora 235 0 4

*) p-caroteno = 100%

**) iy = |Ey35/Eyug - 0.85[%

i) = |E46g/Bqqg - 0,878

As quantidades de impurezas, segundo este quadro, sdo peque-
nas, se nao nulas.

3.1.4. Efeito da Luz na Destruigao do Caroteno

De acordo com as citagdes, os carotenos sao facilmente des-
truidos pela acdo da luz. No presente_estudo foi usado apenas
o tomate para averiguarmos a conservacao do nosso eluato.

Sendo possivel o aparecimento_de outros componentes, impu-
rezas, que surgissem da destruicdo do caroteno, medimos as ex-
tingoes em dois comprimentos, 452 e 479 nm (Amax} (quadro 2).
QUADRO 2 - Efeito da luz na destruigao do B-caroteno em tomate.

As cifras representam valores relativos de densi-
dade otica.

Tempo Claro Escuro
452 nm 479 nm 452 nm 479 nm
0 100 100
6 78 75 101 102
24 74 72 512 109
48 58 59 121 122

Quando o _eluato foi submetido a agao da luz, nas condigdes
de laboratorio, os valores obtidos sugeriram uma diminuigao
proporcional das extingoes em ambos os comprimentos. O espec-
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tro, dentro da faixa observada, ndo diferiu qualitativamente
do original, mostrando que a destruigdao no claro nao & acompa-
nhada pelo aparecimento de algum composto que interferisse na
faixa em observagao.

Os valores no escuro revelam tendéncia ascendente. Nio en-
contramos explicagao satisfatdria para esta observacgao.

3.1.5. Teor de o e B-caroteno de Varios Cultivares de
Tomate

As amostras desses cultivares nao foram classificadas no
laboratorio quanto a sua origem genetica. Os resultados que
seguem, portanto, se referem as amostras indistintamente (qua-
dro 3).

QUADRO 3 - Teores em a e g-caroteno e Impurezas em varios
cultivares de tomate.

Amostra g-caroteno a-caroteno il*
mg$ mg %
A 27 28 tracgos 2
B 41 44 i 3
e 34 35 " 6
D 18 Z1 10 9 6
E 25 27 9 9 6
F 45 35 12 9 4
G 32 29 18 15 8
H 55 55 11 12 2

*) i; = |E454/E 4 - 0.85]%
A andlise, quanto ao teor em a e B-caroteno, rendeu valo-
res que permitem concluir: 4
a. Os teores em B-caroteno variam por duas a trés vezes
entre amostras;
b. Frutos da mesma amostra apresentam valores semelhantes
entre si. Valor médio: 34,4 + 4,4 mgs;
c. Os possiveis teores de impurezas sao relativamente bai-
X0s;
d. O teor em a-caroteno € bem inferior ao de B-caroteno,
sendo em viarios casos nulo.

3.2. Licopeno

Em razao da natureza do material analisado, contavamos com
quantidades apreciaveis de licopeno, e que, em geral, compunha
a segunda fragao do eluato.

3.2.1. Espeetro de Licopenco

0 eluato dessa fragao era avermelhado. Seu espectro coinci-
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diu, nas suas caracteristicas, com o de licopeno auténtico.
(figura 3).
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FIGURA 3 - Espectros de absorcdo de licopenc em éter de petro-
leo leve (---J e pesado (;

3.2.2. Impurezas Contidas no Eluato do Licopeno

Entre as extingBes dos trés valores maximos do espectro,
446, 473 e 503 nm, existe definida proporcao. Baseado nesta
proporgao estabelecemos dois critérios de pureza, q; € q,:

i’ 1| 1 R i - - i L
3.2.3. Teor de Licopeno em Cultivares de Tomate
0 material rendeu os teores em licopeno do quadro 4.

QUADRO 4 - Teores em licopeno e sua pureza em varios cultiva-
res de tomate.

Amostra Licopeno ql* qz**
mg%

I 92 100 72 84

J 144 149 The 87

K AR b 111 74 84

L 48 38 72 82

M FA 62 71 86

N 11 I3 13 82
* > ! e : ERal
) a; = Eyu6/Eyq5 5 valor medio gg ;0+d§tg§m1nagoes.
) = E503/5473 . valor médio de 40 determinacoes:

85,0 + 1,9%
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Percebe-se _pelos valores deste quadro, que:
a) Ha oscilacOes notaveis entre os teores em licopeno (mais de
dez vezes entre amostras);
b) A variagdo dentro da mesma amostra foi, de fruto para fru-
to, pequena. Valor médio (incluindo o erro experimental):
78,9 + 7,7 mgt
c) Os teores de impurezas s3o pequenos, se nao nulos.

4. RESUMO
4.1. Téenica de Rotina

A técnica de extragdo e avaliacdo de a e g-caroteno, assim
como de licopeno consiste em:
* Liquidificagao _do material vegetal com quantidade conhecida
de éter de petréleo pesado.
* Cromatografia de parte aliquota do extrato etéreo em coluna
de alumina, segundo Brockmann, com 3% de sulfato de sodio
anidro.
Desenvolvimento e eluigdo com o mesmo éter de petrdleo.
* Leituras das densidades oticas dos eluatos em espectrofotd-
metro.
Calculo das concentragdes, conforme as formulas proprias de-
senvolvidas com material puro.

4.2. Observagoes Analiticas

* O espectro de B-caroteno em éter de petrdleo pesado difere
em suas extingOes dentro de 10% daquelas de B-caroteno em
éter de petrdleo leve. B B

* Pela separagdo em alumina, aplicando-se éter de petroleo,
conseguimos separar duas fragoes sem aumentar a polaridade:
a) @« com R-caroteno;

b) Licopeno.

* 0 critério estabelecido para avaliar a e g-caroteno permi-
tiu observar também o teor de possiveis contaminacdes, 'im-
purezas'. Segundo os resultados, havia quantidades pequenas,
se nao nulas de impurezas.

* A luz, nas condigoes de laboratdrio, causou uma destruicdo
de 40% dentro de dois dias. Por outro lado o teor no escuro
aparentemente aumenta, observagdo para a qual nio temos ex-
plicacao.

* Em tomate, onde se conta com quantidade elevada de licopeno,
foi obtida uma fragdo de eluato que prova ser, pelo espec-
tro, licopeno notavelmente puro; impurezas sO ocorreram em
quantidades minimas, se nio nulas.

5. SUMMARY

The extraction and evaluation of o and g-carotene as well

as licopene were performed by:

* Homogenization of the samples in a blender with known
amounts of petrol ether. :

* Chromatography in a column of alumina with 3% sodium sulfa-
te suspended in petrol ether.

* Elution with the petrol ether itself.

* Optical density measurements at selected wavelengths.
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Estimation of contents by formulas according to our working
conditions.

Light as well as heavy petrol ether gave almost the same ab-
sorption spectrum of g-carotene.

By chromatography we could separate two main fractions:

a) o« and g-carotene together in one fraction:

b) licopene in the other fraction.

The spectrum of the carotene fraction permitted the evalua-
tion of the concentration of both its solutes and the amounts
of 'impurities'. Relying on our results there were only
traces of impurities, if any, in this fraction.

Light conditions as usually found in our laboratory caused a
decrease of 40% of carotene within two days.

On the other hand, samples of elutes when kept in the dark
showed an increase of optical density not due to evaporation
of the solvent.

In tomatoes the licopene fraction showed a spectrum which
revealed no impurities.
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