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RESUMO
Avaliagdo da Bioacessibilidade d@-Caroteno em Raizes de Mandioca Amarela
(Manihot esculenta Crantz) Melhorada In natura e o Efeito do Cozimento e da
Fritura.
Suellen Gomes Botelho
Orientador(es): Alexandre Guedes Torres — IQ — UFRJ
Ronoel Luiz de Oliveira Godoy — Embrapa — CTAA

7

O melhoramento de alimentos, através da biofcatiio comp-caroteno, é uma
estratégia auxiliar no combate a deficiéncia damiha A. A mandioca é uma das
culturas alimentares mais consumidas e produzidaspaises em desenvolvimento,
onde ha areas endémicas de hipovitaminose A, ongtiga 0 melhoramento das raizes
com B-caroteno. No entanto a eficacia desta técnicarigpda bioacessibilidade desse
carotendide pro-vitamina, que € o fator limitantergp sua biodisponibilidade. O
cozimento e a fritura sdo métodos de preparos camiam aplicados as raizes de
mandioca para consumo humano, porém, ainda naovestigada a influéncia do
cozimento e da fritura sobre a bioacessibilidadg-daroteno de raizes de mandioca
amarela BRS Jari melhorada. O objetivo deste estudeestigar a bioacessibilidaohe
vitro de B-caroteno de raizes de mandioca amarela BRS Jdhiorada, apds os
processos de cozimento e fritura. Aplicou-se agdégen vitro, que consiste em simular
as etapas oral, gastrica e intestinal da digestéwaha para em seguida determinar a
eficiéncia da micelarizacdo ddcaroteno de raizes de mandioca amarela BRS Jari
melhorada cozidas e fritas. Para simulacdo da tdigesitilizaram-se as enzimas
amilase, pepsina, pancreatina e lipase, aléem dat@xe bile e mucina, bem como
diversos sais, de forma apropriada e em sequéacdaasimular as fases oral, gastrica e
entérica da digestdo. A temperatura e o perigtadtiforam simulados em banho de
aguecimento com agitacao orbital (37°C) e a fragdeelar foi separada da fragao
digerida por centrifugacdo a 50@0(45 min, 4°C). Os carotenoides da fracdo micelar
foram extraidos com éter de petrdleo e a composieararotendides foi analisada por
CLAE em coluna Carotenoidsg O teor de carotendides totais foi determinado por
espectrofotometria a 450 nm. Foi realizado aindaliss por microscopia de
fluorescéncia da fracdo micelar das amostras delio@mprocessadas para confirmar a
presenca dos carotenoides na fragdo emulsificadhservar a estrutura da micro-
emulsdo. Os resultados indicam que embora o pETesto através do cozimento e
fritura tenham promovido reducdo nos teores deteadades totais e todwans -
caroteno devido a isomerizacdo, a bioacessibilidadéavorecida, pois a mandioca
frita apresentou maior eficiéncia micelar para tardides totais e todwansf-
caroteno (respectivamente 14,1 + 2,25% e 14,3744 2;). As analise microscopicas
indicaram que depois do processo de digeast&dro os carotendides da fracdo micelar
nao apresentam-se em estruturas cristalinas. O oguméribui para uma maior
bioacessibilidade deste nutriente no organismo.

Palavras-chave Deficiéncia de vitamina A, a biodisponibilidadearotendides,
digestaan vitro.

XV



ABSTRACT

Assessment of the Bioaccessibility @fcarotene in Improved Yellow Cassava Roots
(Manihot esculenta Crantz) In Natura and Effect of Baking and Frying

Suellen Gomes Botelho
Orientador(es): Alexandre Guedes Torres — IQ — UFRJ
Ronoel Luiz de Oliveira Godoy — Embrapa — CTAA

Food improvement through biofortification wiflicarotene is used as strategy to fight
vitamin A deficiency. Cassava is a crop highly proeld and consumed in developing
countries, in areas with endemic vitamin A deficggn which motivates the
improvement of the roots witBrcarotene. However, the effectiveness of this teghn
depends on the bioaccessibility of this pro-vitarAicarotenoid, which is the limiting
factor for its bioavailability. Although cooking drirying are processes commonly used
in cassava for human consumption in Brazil, théuarice of on the bioaccessibility of
B-carotene in the improved cassava, has not biegastigated yet. The aim of the
present study was to investigate the vitro bioaccessibility off-carotene from
improved yellow cassava roofiari BRS after processing through boiling and frying.
Applied to in vitro digestion, which is to simulatiee steps oral, gastric and intestinal
digestion of human then to determine the efficieotynicellarization thgs-carotene of
fried and cooked improved yellow cassava rdets BRS. For simulation of digestion,
we used the enzymesamylase, pepsin, pancreatin and lipase, in acddiioextract
bile and mucin, as well as various salts, as ap@tpand in sequence to simulate the
oral, gastric and enteric digestion . The tempeeatind peristalsis were simulated in the
heating bath with orbital agitation (37 ° C) and thicellar fraction was separated from
the digested fraction by centrifugation at 560§ (45 min, 4°C). Carotenoids micellar
fraction were extracted with petroleum ether anatesoid composition was analyzed
by HPLC Carotenoid C30 column. The total carotesadntent was determined by
spectrophotometry at 450nm. Further analysis wadomeed by fluorescence
microscopy of micellar fraction of samples of cassprocessed to confirm the presence
of carotenoids in the micellar fraction and obsegvithe structure of the micro-
emulsion.The results indicate that although the procesdmngugh baking and frying
have promoted a reduction in levels of total caroigs andp-carotene due to
isomerization, the bioaccessibility was favoredease the cassava chips for the highest
efficiency micellar carotenoids and all-trafisarotene (respectively 14.1 + 2.25% and
14.37 £ 2.44%). The microscopic analysis indicdbed after the process of digestion in
vitro fraction of micellar carotenoids not preséntrystal structures. What contributes
to higher bioavailability of this nutrient in theotly. What contribution to a higher
bioavailability of this nutrient in the body.

Keywords: Vitamin A deficiency, Bioavailability, CarotenadIn Vitro Digestion.
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1. Introducéo



Nos seres humanos, a vitamina A exerce um papdbafoantal no crescimento,
desenvolvimento, manutencédo de tecidos epitelieggpducédo, sistema imunoldgico e,
em especial, para o funcionamento do ciclo visaategeneracdo de fotorreceptores.
Sua deficiéncia € um dos principais problemas déncé nutricional de impacto na
saude publica, causando inimeras doencas comoirgego&urna e xeroftalmia, além
de morte prematura em bebés (RODRIGUEZ-AMAY Aakt 2008). A deficiéncia de
vitamina A atinge em especial paises em desenvehton em todo o mundo,
especialmente na Africa, Sudeste da Asia, e nagiéasé onde segundo a Organizagio
Mundial da Saude, a prevaléncia de hipovitaminogecArca de 20% (OMS, 2009).

As principais estratégias de saude publica utiigadno combate a
hipovitaminose A incluem a suplementacao e fodgao de alimentos e mudancas na
alimentacéo, tal como o estimulo ao consumo det&sgecos em carotenoides pro-
vitamina A. Estas, porém, sdo estratégias que n@gean todos os sub-grupos
populacionais de paises em desenvolvimento, paigipareas endémicas da
hipovitaminose A. A biofortificacdo de alimentosiga estratégia alternativa, que visa
elevar os teores dg-caroteno em alimentos tipicamente consumidos popcy de
risco de deficiéncia de vitamina A. A eficacia @gesstratégia se baseia no fato de que o
[-caroteno apresenta elevada atividade pro-vitamirambora ainda pouco difundida,
essa estratégia de combate a deficiéncia de vitaminem se mostrado efetiva e,
quando aplicada em conjunto com outros métodostribon para a erradicacdo de
deficiéncias de micronutrientes proporcionando g8 sustentaveis e de baixo custo
para amenizar problemas nutricionais em populacoeslimitado acesso aos sistemas
formais de mercado e de atencédo a saude (WELCH 2082).

Em nivel mundial, existem diversos programas déhificacdo de alimentos,

tais como aHarvestPlus, AgroSalud oBioFORT que visam reduzir a prevaléncia de



deficiéncia de micronutrientes. Através dessesrprogs foi possivel o melhoramento
de plantas e o desenvolvimento de culturas alimestaicas em micronutrientes
nutricionalmente relevantes, tais como os carotE®)iem cultivares de mandioca,
milho e batata-doce. Esses programas envolvemcabBamundiais de instituicées de
pesquisa e agéncias de implementacdo nos paisas/desdos e em desenvolvimento
(KIMURA et al., 2007). No Brasil os programas saoormenados pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria — EMBRAPA. B&sertacdo faz parte dessa rede
de pesquisa e esta inserida no macroprojeto “A oBifitacdo no Brasil —
desenvolvendo produtos agricolas mais nutritiv@3”desenvolvimento do presente
estudo permitiu determinar a bioacessibilidadevitro, como uma estimativa da
biodisponibilidade, d@-caroteno de mandioca amarela BRS Jari melhoradaturae
apos os processos de coccdo em agua e fritura.

Existe grande interesse na mandioca, como matre lpafortificacdo, por se
tratar de uma cultura nativa da América tropiaadtica extraordinariamente adaptavel e
vigorosa, capaz de crescer em solos marginaisrestiir a doencas, a seca e a certas
pragas. No Brasil a mandioca € uma das culturasenatares mais consumidas, porém
apresenta baixos teores de carotendides em suses rabmestiveis. Seu elevado
consumo e producdo, especialmente em areas pobri®rte e Nordeste do Brasil,
tornaram relevante o melhoramento de novas cultcoas teores elevados de-
caroteno (FAO, 2000). O melhoramento genético garrriplicar o teor de8-caroteno
nas raizes da mandioca elevando deg4de p-caroteno por grama de mandioca em
variedades como a Dourada e a Gema de Ovo, adsloamn teores de até L@/g de
B-caroteno como na variedade BRS Jari (HARVESTPL12085).

No entanto, 0 aumento na ingestaopeearoteno, promovido pelo aumento de

seus teores em cultivares de alimentos especifidas,€ suficiente para garantir sua



eficacia na reducédo da prevaléncia de hipovitaneinfesE preciso garantir que 3
caroteno seja absorvido em quantidades suficiepéea,atender a demanda fisioldgica,
que esteja biodisponivel. A biodisponibilidade dcarotendides € um processo
complexo, dependente de diversos fatores intrisseéaalimento e fatores fisiologicos
que estao correlacionados e atuam desde a ingkstonento rico no carotendide proé-
vitamina A, até sua conversao a retinol.

A absorcédo de carotenoides € a etapa limitante qusabiodisponibilidade e
pode ser dividida em trés ou quatro etapas priripaliberacdo dos carotenoides da
matriz alimentar; sua transferéncia da matriz alitawepara a fase oleosa, seguida da
transferéncia para a fracdo micelar, que evolaradcdo de micelas mistas que por sua
vez carreiam os carotenoides até a membrana ajasatélulas do epitélio intestinal
para absorcédo. Na etapa, de transferéncia dosopardés da matriz alimentar para a
fase oleosa, sdo desfeitas interacdes quimicas emicarotendides e componentes dos
alimentos, especialmente proteinas. Essas inteyagdenicas sao dificeis de desfazer
em meio aquoso e considera-se que o principalditet da biodisponibilidade dos
carotendides de alimentos consiste em sua transfar@ara a fase oleosa durante a
digestdo. Consistentemente, alimentos processadogcamente e mecanicamente, 0s
quais sofrem desnaturacdo de proteinas e desaficefjaica de seus componentes,
apresentam aumento na biodisponibilidade de caotes. Além disso, @-caroteno
do 6leo de palma apresenta elevada biodisponitididdas maiores ja registradas.

Recentemente tem sido investigada a bioacessitidida carotendidén vitro,
que consiste em um bom modelo para estudo de sdlsfponibilidadein vivo. O
estudo da bioacessibilidade consiste na transfer&us carotendides dos alimentos
para micelas mistas, em sistemas de digast&dro que simulam a digestdo humana.

Esta etapa € considerada limitante para a biohdedzsile e eficiéncia da micelarizacao



dos carotendides para uma posterior captacdo pdaséle epitélio intestinal humano
em cultura (linhagem Caco-2) no estudo de biodigplatadein vitro (TAKKAR et al.,
2009).

O processamento doméstico dos alimentos, atravészimento ou da fritura,
pode aumentar a bioacessibilidade de carotendidevifamina A, no entanto pode
promover simultaneamente perdas de carotenodidesxmacao ou termolise (RUEL et
al., 2001). A eficacia do uso da mandioca melhocaao veiculo de suplementacédo de
vitamina A depende da bioacessibilidade dessa ipaiiina A. Apesar dos processos
de cozimento e fritura serem comumente aplicadosrgdioca para consumo humano
no Brasil, ainda nado foi investigada a influénci@ssks processos sobre a
bioacessibilidade dg@-caroteno de mandioca amarela BRS Jari melhoradasaD
forma, sdo necessarios estudos a respeito da nefmiéda micelarizacdo dos
carotendides pro-vitaminicos, os quais possam $brados como um potencial
indicador da bioacessibilidade e posterior biodipbdade principalmente d@-
caroteno nas raizes de mandioca amarela BRS Jdnonaga, permitindo tracar

melhores estratégias no combate a hipovitaminose A.



2. Revisao da Literatura



2.1. A\Vitamina A e sua importancia no organismo humano

A vitamina A é uma vitamina lipossoluvel que aprda diversas funcées no
organismo humano, em especial a participacdo nocepso de visdo, de crescimento
0sseo, na diferenciacao de tecidos, na funcéo ilbgica, na prevencdo da anemia, no
sistema reprodutor e no desenvolvimento embrion®itamina A € um termo genérico
que refere-se aos retindides, que constituem uasselde compostos quimicos que
apresentam as propriedades biolégicas do retisglus metabdlitos naturais, além de
uma gama de analogos sintéticos. Essas moléculaseapam estrutura de 20 carbonos
com um anel ciclohexenil substituidp-ibnona) e uma cadeia lateral tetraénica que
pode se ligar a diferentes grupos funcionais ndarar 15, formando retindis
(hidroxila), acidos retindicos (acido carboxilio®)retinaldeidos (carbonila aldeidica).
Estas substancias apresentam caracteristicasuesisusemelhantes ao retinol, no
entanto desempenham somente algumas ou até mesmomeedas funcdes naturais da

vitamina A (Figura 1) (ROSS et al., 1999).
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Figura 1: Estrutura quimica de alguns dos principais retie®icom atividade de

vitamina A.



A vitamina A, ndo pode ser sintetizada pelos seu@sanos, 0s quais necessitam
consumi-la através da dieta. Os retindides sdondramms apenas em alimentos de
origem animal e seus derivados; figado, manteigeija leite integral, gema de ovo e
peixes gordos séo algumas das principais fonteeatares de retindides pré-formados.
Ja os alimentos de origem vegetal fornecem a uit@arAi na forma de pré-vitaminas,
especialmente alguns carotendides que apresentammeaos um anel beta nédo
substituido, tais coma-caroteno,-caroteno e as criptoxantinas, que podem ser
convertidos em retindides por mamife(BODRIGUEZ-AMAYA, 2001; CAMPOS &
ROSADO, 2005).

Pode-se obter vitamina A através de fontes menaosecwionais, tais como
suplementos farmacéuticos e alimentos fortificadas, sdo mais consumidos em paises
desenvolvidos. Nesses paises o0s carotenodides taroiva A provenientes de frutas e
hortalicas representam menos de um terco da irgéstdl de vitamina A na dieta.
Porém, em paises em desenvolvimento, por razdds-egmndomicas, € baixo o
consumo de produtos de origem animal e de suplesefdrmacéuticos de
micronutrientes. Esses grupos populacionais saemamente dependentes da ingestao
de alimentos de origem vegetal ricos em carot@somo-vitamina A, e que facam
parte de sua cultura alimentar permitindo assimomacesso a vitamina A
(RODRIGUEZ-AMAYA, 1997). Segundo a Organizacdo Miahdda Saude, nas
Américas, cerca de 60% da vitamina A ingerida évgm@nte de carotendides pro-
vitamina A.

A ingestdo de doses insuficientes desta vitaminsultee em inUmeras
anormalidades fisiologicas para o organismo humane pode resultar em uma doenca

carencial nutricional. Dentre as terminologias guiernacionalmente sdo utilizadas



para se referir & caréncia da vitamina A, destachysovitaminose A, xeroftalmia e

desordens ou transtornos da deficiéncia de vitaii(favA).

2.1.1. A deficiéncia de Vitamina A: uma questao mundial

Os principais grupos de risco para a hipovitaminf®S&0 grupos populacionais
de baixo nivel socioecondmico, que apresentam atagéo qualitativa ou
guantitativamente inadequada e vivem em condic@ie$asias pouco satisfatorias. Até
a segunda metade da década de 1980, as principasegiléncias reportadas da
deficiéncia de vitamina A apresentavam relacéo seus sinais clinicos, que vao desde
a cegueira noturna até a cegueira nutricionalensgvel (OSGANIAN et a) 2003).

O primeiro sinal clinico da deficiéncia de vitamiia@ a cegueira noturna, pois
essa vitamina € a precursora para a sintese dasiodp proteina conjugada, que
necessita daltas concentracoee 11eis-retinal para exercer a adaptagciovisdo com
pouca luminosidade. Na presenca da luz, ocorreeragfies na configuracdo do retinal,
que consiste na conversao decigtretinal a alltransretinal, que sdo acompanhadas
por uma mudanca global da molécula de rodopsinis. dleracdes funcionam como
estimulo molecular para um impulso nas terminaddaservo optico, que é transmitido
ao cérebro, propiciando a visdo com pouca luz. Dé&stma, quando o individuo
encontra-se em estado inadequado de vitamina Anto ple afetar negativamente os
niveis de lleis-retinal nos olhos, pode ocorrer dificuldade doniftio em enxergar
com baixa luminosidade. Além destes sintomas aeiegnoturna pode estar associada
com sintomas mais graves, como 0 maior risco dengiseinfecciosas e anemias,
causando maior mortalidade no grupo de mulheresges e dos lactantes. Como a

cegueira noturna € um dos primeiros sinais da ifaefia de vitamina A e pode ser



detectada facilmente, esta pode ser um indicadunipsor do estado nutricional de
vitamina A no grupo materno-infantil, especialmenieando ndo estdo disponiveis
ensaios bioquimicos sobre o estado dessa vitanpoasibilitando medidas de

prevencdo e erradicacdo da DMSOMMER, 1995; WOLF, 2001; CHRISTIAN,

2002).

Além das manifestacfes clinicas da deficiénciaitdamvna A que acometem a
saude humana, a partir segunda metade da déca&fasilegiram evidéncias de que a
caréncia subclinica da vitamina A pode contrib@rapa morbidade e mortalidade de
diversos sub-grupos populacionais que apresentewadds demandas por vitamina A
(OMS, 2009). Considera-se deficiéncia sub-clirigaela na qual as concentracfes de
vitamina A nos tecidos sdo suficientemente baixas pamaduzir consequéncias
adversas para a saughesmo que nao estejam presentes sinais clinicdefa#éncia.
Individuos com elevada demanda de vitamina A, ¢aimo ciancas, recém-nascidos,
mulheres em idade fértil, puérperas e nutrizes, rpeessitam de niveis adicionais de
vitamina A para manter o crescimento de tecidosemas e fetais e para repor as
perdas com a lactacdo sao grupos de risco pa@émhefa de vitamina A (RAMALHO
& FLORES, 2002).

Estima-se que aproximadamente 25% da populacaoiatecas no Brasil com
menos de cinco anos apresentam DVA em algum grueeerca de 9% apresentam
xeroftalmia. A xeroftalmia é o primeiro sinal clini da deficiéncia de vitamina A
facilmente identificavel e consiste no ressecamelstanucosa do olho causado por
reducdo na producdo lacrimal. Quanto a prevaléiei®VA materna, estima-se em
cerca de 18%. A prevaléncia de deficiéncia de vitard em mulheres e criangas &
particularmente elevada no Sul e no Sudeste da dsim Africa subsaariana. A

Organizacdo Pan-Americana de Saude considera audVpAroblema de saude publica
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em paises em desenvolvimento. As principais regafiegidas pela hipovitaminose A
s&0 o Sul e o Sudeste da Asia, Oeste do Pacifiéfiica e partes da América Latina e
Central. Nas Américas, a DVA prevalece como unmenda subclinica generalizada em
muitos paises (COELLHO, 2003 e OMS, 2009).

No Brasil, a ocorréncia de cegueira nutricional pdfA é mencionada na
literatura desde o século XIX e, historicamenteeges Norte e Nordeste apresentam
prevaléncia relativamente elevada. Essa situacddese principalmente a cultura
alimentar basica da regido, que consiste em mamdianca, feijao e milho. Ou seja,
uma dieta pobre em vitamina A e carotendides pmina A. Sao grandes os esforgos
para introduzir vegetais de folhas verde-escurggsriemf3-caroteno, na dieta da
populacao dessas regides, mas no Nordeste exisggsténcias culturais, especialmente
em zonas semiaridas, pois as folhas verdes saaeoaas apropriadas somente para
alimentar animais (MARIATH et al., 1989). Outragifies brasileiras apresentam alta
prevaléncia de DVA, especialmente em bolsdes deepappor exemplo, no Sudeste do
pais. Estes resultados conferem ao Brasil a dizssdfo pela Organizacdo Mundial da
Saude e pela OPAS como area de caréncia subackingve de vitamina A (OMS,

2009; OPAS, 1999).

2.1.2.Medidas para o combate a deficiéncia de vitamina A

Nas ultimas décadas, o quadro epidemiologico déance de vitamina A no

Brasil vem demonstrando a necessidade de interesneficazes, para reduzir a

prevaléncia elevada dessa deficiéncia. A deficeédeiste micronutriente deixou de ser

uma questdo de numeros académicos, frente aos riositmabalhos que abordam esse
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tema, e passou a ser considerado um problema de gablica grave, que requer
medidas com um grau consideravel de urgéncia panbaté-la.

As atividades deontrole da deficiéncia de vitamina A integradapaograma
nacional de imunizacdo tiveram iniaw Brasil em 1983, com a suplementacdo com
mega doses de vitamina A, para criancas pré-essplam areas especificas de alto
risco de desenvolvimento da deficiéncia desse mudreente. Posteriormente, essa
iniciativa foi preconizada pela Organizacdo MundielSaude (OMS)Jnited Nations
Children’s Fund(UNICEF) elnternational VitaminA Consultative GrouglVACG),
como forma de tornar mais eficiente o combate deke&ciéncia (OMS, 2009,
MARTINS et al., 2007).

Atualmente estes 6rgdos responsaveis, tém prom@vajramas de controle de
deficiéncia de vitamina A como o aleitamento maieian distribuicdo de suplementos
de vitamina A para criancas e maes apos o parfortiicacdo de alimentos, e a
implementacéo de programas destinados a fomeragri@ultura domeéstica, de modo a
aumentar a disponibilidade de frutas e vegeta@srem carotendides pro-vitamina A
(OMS, 2003).

As estratégias para o combate da DVA podem serittssem trés patamares: a
longo prazo, no qual exige a modificacdo dos babdlimentares das familias,
acrescentando na dieta alimentos ricos em vitakiamavés de reeducacao nutricional,
estimulos a implantacdo de hortas caseiras e dsiraa aleitamento natural; a médio
prazo, enriquecer determinados alimentos com wuitanA, dando preferéncia aos
alimentos com baixo custo, boa aceitagdo cultusdbor adequado apds o
enriquecimento e serem consumidos em quantidadéadias para evitar problemas de
toxicidade; a curto prazo, distribuir, suplemendesvitamina A na forma de capsulas

gelatinosas de 200 000 Ul de vitamina A (SOUZA EAS BOAS, 2002).
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Entretanto, essas medidas embora apresentenci&fitgdo conseguem atingir
todas as populacdes com risco de DVA. Pois, emnsiaria, sdo regides que nao
apresentam uma infraestrutura de mercado e temsosctinanceiros limitados, para
que a fortificacdo e a suplementacdo medicamergosaam ser implementadas de
forma eficaz. Assim, considerando que novos erd®qe8do necessarios para
complementar as intervencdes jA em andamento, supgeposta da Biofortificacéo,
como um novo paradigma para a agricultura e umearfemta para combater a

hipovitaminose A (HAGENIMANA & LOW, 2000).

2.1.2.1. Biofortificacéo

A biofortificacdo € uma técnica que através da dgioblogia promove o
enriguecimento dos alimentos por meio do melhoramngenético, através da selecao
de germoplasmas com as melhores caracteristicagnd@ assim o cruzamento das
variedades para gerar cultivares ricas em micrmmigs especificos (vitaminas e
minerais) e com caracteristicas agronomicamenitagess, aléem de eliminar eventuais
componentes antinutricionais que possam reduziodipgonibilidade destes (WELCH
et al., 2002).E uma alternativa para complementar os programas devene&o
nutricional existentes no combate a hipovitaminAse tem se mostrado uma forma
sustentavel, pois atinge uma grande parte da pgguidos paises em desenvolvimento
em especial das &reas rurais que ndo sao alcargadastras estratégias (FAO / ILSI,
1997). Seu alvo é a populacdo mais desfavorecidautdizar mecanismos de
distribuicAo de sementes e de integracdo com odglufm@s rurais, a fim de
complementar as demais intervencdes em andamAfém de proporcionar maior

sustentabilidade, produtividade e baixo custo pavdutores e consumidores.
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Estudos tém avaliado que tdo importante quantoriguetimento dos graos
com micronutrientes, é a sua biodisponibilidadeapas consumidores. Por isso, 0s
programas de melhoramento devem estar voltadostanabdiminuicdo de substancias
inibidoras ou ao aumento das promotoras, para assegjue o0s alimentos
biofortificados contenham altos teores de microentes biodisponiveis, eambém
que as cultivares sejam bem adaptaveis as condigdas de cultivo, produzindo
rendimentos iguais e/ou superiores aos obtidas @dtivo convencional (GRAHAM
et al., 2001) Enfim, para que o programa de biofortificacdo lilmentos seja eficaz,
uma série de fatores devem ser considerados: etidade agrondmica, valor
nutricional biodisponivel, relacdo custo-benefisuastentabilidade, entre outros.

O desenvolvimento de variedades de alimentos bhifidados requer
investimentos em instituicdbes de pesquisas, pgreoducao de sementes. Dentre 0s
programas mundiais, que investem em pesquisaséggtias no combate a deficiéncia
de micronutrientes estdo ©entro Internacional de Agricultura Tropical (CIA€ o
Instituto de Pesquisa sobre Politicas Alimentai&$RI), os quais coordenam o
programa HarvestPlus de biofortificacdo de alimentpsuma alianca mundial de
instituicbes de pesquisa e de entidades executprasse uniram para melhorar e
disseminar matérias - primas de maior qualidaddcmnal. Inicialmente, as culturas
bésicas para alimentagdo humana que estdo sergliogaeas sdo a mandioca, o milho,
a batata-doce (os quais tem os teores de caroesnpid-vitamina A elevados), feijao,
arroz, e trigo ( niveis de ferro e zinco relativateeelevados) (GUIMARAES et al.,
200; HARVESTPLUS 2004).No Brasil, os projetosiarvestPlus juntamente com os
programas AgroSalud e BioFORT, em parceria com rgage universidades, séo

coordenados pela Empresa Brasileira de Pesquisségmaria - Embrapa.
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2.2. Mandioca Amarela BRS Jari, uma Variedade Melhorada

A mandioca, também denominada de acordo com suamuatura cientifica
Manihot esculenta Crantpertence a famili&uphorbiaceagé um arbusto de raizes
volumosas, folhas pecioladas e flores de caarelado, dispostas em paniculas. Seu
tubérculo também é conhecido como aipim, aipi,etibta, macaxeira, mandioca doce
e mandioca de acordo com as regides onde é cudtiadoriginaria da regi&o
Amazoénica do Brasil, seu cultivo é muito difundida América Tropical a mais de
5.000 anos. A mandioca caracteriza-se por ser wthara rustica de facil adaptacéo a
diferentes tipos de solo e clima, o que favorecgeo cultivo em regides distintas
(SIQUEIRA et al., 2003).

A mandioca é considerada um alimento basico dedesllile habitantes em todo
o mundo. Tem importancia consideravel na economaespecial nos paises em
desenvolvimento, onde pode ser cultivada em pegueémaas com baixo nivel
tecnoldgico. A Nigéria € o maior produtor mundi@dm producdo aproximada de 34
milhdes de toneladas. Ja o Brasil, de acordo cdfA@ (2000), € o segundo maior
produtor mundial de mandioca com producdo em ceecd?7,3 milhdes de toneladas
anuais. Além de ser considerado grande consumajmesentando, em 2003, um
consumo de raizeper capitade 41 kg/hab/ano, em quanto o consupev capita
mundial foi 16 kg/hab/ano, sendo esta cultura pldatem 87% dos municipios
brasileiros. A cultura de mandioca assume papebitapte no desenvolvimento do
Brasil, pois € utilizada como um dos principaisdutos de subsisténcia de grande parte
da populacdo, onde devido seu alto teor de amidaaiaes faz com que estas sejam
consideradas uma das mais importantes fontes deideatos de inUmeras regibes do

pais, em especial as regides Norte e Nordeste. AErter seu consumo em grande
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escala nos paises da Africa, Asia e América do (BWOYINKA et al., 1995;
SIQUEIRA et al., 2003).

A forma de consumo e aplicacdo tecnolégica da noaadvai depender do
conteudo de acido cianidrico (HCN) em suas raipess de acordo com seu teor
classificam-se as raizes de mandioca em mansaawa.bk mandioca mansa também
conhecida como mandioca de mesa, se difere da p@avapresentar teores de acido
cianidrico abaixo de 100 mg/ kg de raizes fred0adcido cianidrico € uma substancia
toxica, encontrada na raiz que, em contato conosutompostos e com enzimas da
polpa, forma o principio ativo do veneno na plansgdo como uma forma de protecéo
contra insetos (ROSLING, 1994). A mandioca mansa $ea aplicacdo no mercado
consumidor na forman naturg podendo ser consumida na forma frita, cozidegdess
ou integrando pratos mais complexos. Atualmentmaadioca para uso culinario €
comercializada como vegetal fresco ou minimamentecgssada, refrigerada ou
congelada, ou também na forma pré-cozida facildarmmd preparo e consumo
(OLIVEIRA et al., 2009). J4 a mandioca brava devads niveis elevados de HCN é
destinada as industrias de transformacdo, poisssié@e passar por processos que
utilizem altas temperaturas como torrefacdo, sewagatre outros, para que haja a
eliminacdo completa do acido cianidrico. (LORENKA93, KEMDIRIM et al., 1995).

A industria de transformacédo utiliza as raizes dedioaa na elaboragdo de diversos
produtos como farinhde mesa comum, farinha d"agua, farinha seca, genapibca,
polvilho doce e azedoahips.

A composicao centesimal das raizes de mandioca @aracordo com a espécie,
idade, local e condigbes de cultivo. Segundo a [@aBeasileira de Composicédo de
Alimentos (TACO, 2006), a composi¢cdo média dasesmaiz de 62% de umidade, 36%

de carboidratos, 1,9% de fibras, 1% de proteirgo0de cinzas e tracos de lipidios.
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Dentre os componentes da raiz de mandioca amamtanttam-se ainda o0s
carotendides, em destaqu@-oaroteno em raizes de polpa amarelada. Emboreakju
raizes de mandioca amarela contenham teores ekedadmarotendides pro-vitamina A,
as variedades convencionais apresentam baixossteer@-caroteno, que variam de
0,02 a 3,34 pg/ g (FLORES & PENTEADO, 1992). Noaeth, a importancia
econbmica que as raizes de mandioca amarela aja®senos paises em
desenvolvimento, que apresentam elevado risco fisémeia de vitamina A, promove
mais estudos com o propdsito de elevar os teorfscdeoteno nestas raizes. A eficacia
dessa abordagem relaciona-se com o fato de que deranandioca € importante fonte
de nutrientes nestes paises.

As raizes de mandioca amarela estdo sendo pesagiisach o desenvolvimento
de germoplasma de mandioca de melhor qualidadieiontl, dentro dos Programas de
Biofortificacdo: HarvestPlus, AgroSalud e BioFORT Estes programas tém como
objetivo principal identificar e desenvolver vameieés com altos teores flecaroteno,
baixos teores de acido cianidrico (HCN) e qualidgdea o consumo fresco,
especialmente no Nordeste do Brasil, através deice&c de melhoramento
convencional pelo cruzamento de linhagens com t&faticas nutricionais favoraveis.
As raizes de mandioca amarela apresentam maionésiidos de nutrientes e melhores
caracteristicas agronémicas, diferentemente dagdeales atualmente cultivadas e
consumidas. O melhoramento das raizes de mandineaela, permitiu triplicar os
teores de§-caroteno de 4 pg/g identificados em variedadesocarDourada e a Gema
de ovo, onde obteve-se hibridos com 12 pg/@¢-daroteno em base Umida. Além de
elevar o contetudo deste carétendide pré-vitaminasAraizes melhoradas apresentam

caracteristicas diferenciadas das convencionas,ctano: polpa amarelada e menos
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fibrosa, sdo mais macias, tem menor contetudo d® @wanidrico, que favorecem sua
aceitacado para consumo e cultivo, tanto por corgones como por agricultores.

No ano de 2003 foi desenvolvida na sede da Embvigralioca e Fruticultura
Tropical A variedade BRS Jari a qual foi lancada2@®9, o cruzamento controlado foi
realizado com o parental feminino que foi a varkEd®GM 1721 (Abobora) e o
parental masculino a variedade BRS Dourada. A dade gerada se destacou das
outras pelo seu elevado conteudd@dmroteno nas raizes frescas. Apresentou teores de
carotendides totais na raiz de 1Qdig e def-caroteno de 8,%g/g em base umida, o
dobro daquele apresentado pelas variedades lanead@905, BRS Dourada e BRS
Gema de Ovo. Observou-se assim um ganho acimaQdé &t termos de carotenoides
totais e deB-caroteno nas raizes. No entanto, a meta do prdetbiofortificacdo é
atingir teores acima de 1pg/g de pB-caroteno nas raizes frescas, 0 que permitira
caracterizar a variedade de mandioca amarela BR&dao uma fonte de carotendide
pro-vitamina A de acordo com a comissao @adex Alimetariuspor isto as raizes
desenvolvidas até o presente momento sao consideradelhoradas e néo,
biofortificadas, ja que nao atingirdo a meta deidbg dep-caroteno nas raizes frescas.
As raizes de mandioca BRS Jari possuem coloragdana amarelada em comparacao
com as raizes de mandioca convencionais e, quaodmogidas ou fritas, esta coloracao

torna-se ainda mais intensa (Figura 2).
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Figura 2: Aspecto de raizes de mandioca BRS idangturae cozida, em comparacao

com amostra de mandioca convencional cozida.

Embora se tenha alcancado niveis elevados de caités pro-vitamina A nas
raizes de mandioca BRS Jari, é necessario invesigesses teores flecaroteno sdo
absorviveis no organismo humano para posteriora@sée em vitamina A, através de

estudos sobre a biodisponibilidade deste microenitei

2.3. Carotenodides

Os carotendides sao substancias que vém despeuainderesse de cientistas
desde o século XVIII, onde em 1831, pela primega u cientista Heinrich Wilhelm
Ferdinand Wackenroder, isolou esse nutriente arpadat cenoura batizando o de
caroteno derivando do ingl&srrot (cenoura). J4 o termo carotendides foi concebido
por Tswett em 1911 durante seus estudos de sepadacfigmentos de plantas por
método cromatografico (FRANK at., 2004).

Apbs muitas pesquisas, hoje ja se sabe que osepaidés sdo geralmente

compostos tetraterpendides com 40 atomos de carbudoofobicos, lipofilicos,
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insollveis em agua e sollveis em solventes, coratwr&, alcool e cloroférmio. S&o
formados a partir de 8 unidades de isoprensideS deidades de carbono. Esta € a
estrutura basica dos carotendides, no entanto peoémr alteracdes por reacdes de
hidrogenacao, desidrogenacao, ciclacdo, migracaaupda ligacdo, isomerizacao,
introduc&@o na molécula de funcdes oxigenadas obic@rdes destes processos, 0 que
resulta em uma gama de estruturas diferentes.

Sua biossintese ocorre em plantas, algas, algagedie bactérias, mas ndo em
animais que sao incapazes de biossintetiza-losndsaes obtém carotendides atraves
da ingestdo de alimentos de origem vegetal queuppssima composicao complexa e
variavel de carotendides (FAILLA et al., 2008). ©@arotendides sdo pigmentos
encontrados em vegetais e alimentos com coloragéareta, laranja ou vermelha
caracteristica de muitas frutas (manga, mamao,tereatre outros), hortalicas, gema
do ovo, crustaceos, alguns peixes e também estderges em outros tecidos vegetais
como flores, raizes (cenoura, mandioca), sememiidiso{ urucum) e, nas folhas verdes,
em especial nas de coloracéo verde escura (espicafrve e brocolis) onde na maioria
das vezes sdo mascarados pela presenca da clorofila

Essa variedade de cores caracteristicas de cadadigarotenoide se da pela
presenca de cromoforos originados por sistemas igigdles duplas conjugadas
especificos de cada molécula deste pigmento. Quaaior o nimero de ligacdes
duplas conjugadas, maior o comprimento de ondazlaldsorvida, que é especifico de
cada tipo de carotendide, resultando em diferecoészracdes (OLIVER & PALOU,
2000).

Este extenso sistema de duplas ligacbes conjugédasna caracteristica
marcante das moléculas dos carotendides, respams@oe suas caracteristicas

espectrais que sao utilizadas para identificacaguantificacdo. Cada carotendide
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apresenta espectro de absorcédo de luz visiveltedstico. A variacdo dos espectros
esta relacionada ao estado de transicao dos eé@tosnorbitais (ligantes) aos orbitais
n* (antiligantes). Quanto maior o0 numero de dupigadbes conjugadas, menos energia
€ necessaria para promover a excitacao e, condeqiarte, o valor do comprimento
de onda maximo de absorca@on@x) € maior, e mais intensa € a cor do carotendide
(MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2007). Nos carotendidesiclicos embora haja o
mesmo numero de duplas ligacBes entre moléculaardéenoides ciclicos a absorcéo
maxima é maior, isto ocorre devido as tensdes deralacionada as conjugacoes, pois
as duplas ligacbes conjugadas dos anéis sdo cogdar@am o restante da cadeia. Um
exemplo € a molécula do licopeno que embora tenmaesmo numero de duplas
ligacdes (11 duplas ligacdes conjugadas) ndo passliem sua cadeia e com isto tem
uma absor¢cdo maxima em acetona de 474 nm, maiguala dg3-caroteno que possui
0 mesmo numero de duplas ligacdes conjugadas poossui duas endociclicas o que
faz com que apresente uma absor¢cdo maxima em 454 nm

Em decorréncia da presenca de insaturacdes, demaides sao sensiveis a luz,
temperatura, acidez, e sofrem reacdes de oxidagdconfiguracdo natural dos
carotendides nos vegetais € o isdbmero togles e, como sdo compostos altamente
insaturados, sdo susceptiveis a isomerizacdo edacdo durante o processamento e
armazenamento dos alimentos. A isomerizacdo ttasscarotendides acis
carotendides, promovida pela acidez, aquecimergrpesicao a luz, diminui tanto a
coloracdo, quanto ® max, ocorre 0 aparecimento de um pit® no espectro, o que
permite a sua identificacdo, além da diminuicAsutaatividade de pro-vitamina A . A
quantidade deis isdmeros, formada durante o aquecimento, estaiorkda com a
severidade e extensdo do tratamento térmico (BRN,TK995). J& a oxidagéo esta mais

relacionada com o maior contato com oxigénio eténakda pela presenca de luz,

21



enzimas e metais e, em geral leva inicialmentaradgédo de apocarotendides, que sao
carotendides com a cadeia carbdnica mais curtas Eestruturas sdo fragmentadas
resultando na formacdo de compostos com baixo peskecular, similares aos
encontrados na oxidacéao lipidica dos acidos gré&G$1IEBER, 2005).

Os carotenoides séo classificados em carotendideschrbonetos ou carotenos
(B-caroteno, licopeno, a-caroteno) e aqueles com fungcbes oxigenadas em
oxicarotendides ou xantofilas, as quais se difeaempelos grupos de substituintes, 0s
mais comuns sao hidroxila B-€riptoxantina), ceto (cantaxantina), epoxido
(violanxantina) e aldeido B{citraurina). Os carotendides também podem ser

classificados em aciclicos (licopeno), monociclidgscaroteno) ou biciclicos af

caroteno ¢-caroteno) (Figura 3) (RODRIGUEZ-AMAYA, 1997).
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Figura 3: Estrutura quimica dos principais carotenoidealmaentacdo humana.

Além do seu elevado potencial nutritivo os caroide® também sao
considerados compostos bioativos devido sua ac&oaémldégica no organismo
humano, conferido efeitos benéficos a saude.

Existem mais de 600 carotenoides, destes aproximaua 50 sdo precursores
da vitamina A que sdo caracterizados por possu@ensua estrutura quimica pelo
menos um anel d@-ionona n&do substituido, com cadeia lateral palgréom um
minimo de 11 carbonos. @-caroteno € um dos carotendides, mais abundante em
alimentos e o que apresenta a maior atividade devimmina A (100% de
bioatividade) (Figura 4). Isto porque dentre o®t@ardides é o Unico que possui em sua

estrutura quimica dois anéis dkionona e com isto durante a sua conversao
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normalmente ocorre a formacdo de duas moléculasreti@ol (vitamina A)

(LEUENBERGER et al., 2001)

Anel dep-ionona
B-caroteno N~

Anel dep-ionona

Cadeia Poliénica
H,C CH, CH, CH,

OH
H,C CH,

H,C CH, CH,
Retinol
CH, CH, CH, R,C CH, H,C
B-caroteno CH, ¢H, CH, I'I.ECH,

Figura 4: Estrutura quimica dg-caroteno e sua conversao oxidativa em duas

moléculas de retinol (AMBROSIO, 2006).

A forma trans do B-caroteno é a que possui maior atividade pro-vitani,
sendo esta a configuracdo termodinamicamente nséés/ed e menos sollvel. No
entanto, quando a molécula plearoteno sofre isomerizagdo os isbBmeros comumente
encontrados em muitas frutas e hortalicas saise-[®caroteno e o 18ts{3-caroteno.

As principais fontes dp-caroteno séo os vegetais e frutas de coloracacetamescura
(como cenoura, batata-doce, abdbora e, mamao papaiega carambola, péssego,
respectivamente) e os vegetais de folhas verdagass¢espinafre, brdcolis, couve,

chicoria, escarola) (MELENDEZ-MARTINEZ, 2007).
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Também se inserem no grupo de carotendides prawidaf, a-caroteno,y-
caroteno,B-criptoxantina ey-criptoxantina que apresentam 50% de bioatividade e
relacdo aop-caroteno. Op-caroteno é considerado ainda um importante compost
bioativo, devido sua elevada atividade antioxidaie acdo protetora contra doencas
cardiovasculares, onde atua na inibicdo do proassxidacao da lipoproteina durante
a oxidacdo do LDL-colesterol, considerado fatorciupara o desenvolvimento da
aterosclerose e também por ter demonstrado algursscefeitos bioldgicos benéficos,

como propriedades imunomoduladoras e anti-canceasgBURRI, 1997).

2.4. Metabolismo dos carotenoides na dieta

2.4.1 Sistema digestivo humano

Para iniciar os estudos sobre o metabolismo dagergides no organismo, é
importante ter conhecimento de como o sistema tiNgefsinciona e como o alimento é
por ele transportado e as mudancas que sofrefaia da digestao.

A digestédo pode ser definida como um conjunto desformacdes mecanicas e
quimicas, que os alimentos sofrem ao longo de starsa digestivo, para se converter
em compostos menores hidrossolaveis e absorvie@sopganismo humano (DEAN &
MA, 2007).

O alimento ao ser ingerido passa por um longogasw digestivo que se inicia
na boca onde o alimento é triturado atraves daigagéio e umidificado pela saliva em
pH neutro, este processo é rapido dura apenassafgunutos. Nele ocorre a quebra do
alimento em moléculas menores, 0 que aumenta afipale contato e auxilia na
liberacéo de nutrientes da matriz alimentar. Estpaetranforma o alimento em um bolo

alimentar que é entdo deglutido, passando pelagire sendo transportado pelo
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es6fago com o auxilio de movimentos peristaltidésoaestomago. No estdmago o bolo
alimentar passara a sofrer a acao quimica do sastoigp produzido pelas células da
parede do estbmago que secretam pepsinogénioamaéeido cloridrico (HCI) que tem
a funcéo de transformar o pepsinogénio em pepsiagpmovendo quebra parcial das
proteinas brutas do bolo alimentar. O acido clarédproduzido tem ainda a funcéo de
desnaturar estas proteinas. O bolo alimentar aEss etapa da digestdo e
transformando-se em quimo é transportado paraestinb delgado que é o principal
local onde os nutrientes sdo absorvidos, incluigdaduras, carboidratos, proteinas,
minerais, vitaminas, agua e eletrélitos (DEAN & M20)07). O intestino delgado é
dividido em trés porcdes, a primeira € conhecidaaduodeno, nele o quimo recebe 0s
sucos digestivos produzidos pelo pancreas, peamdige pela parede do intestino. O
pancreas secreta suco pancreatico para o duodenpgsto por agua, bicarbonato, bem
como uma série de enzimas digestivas, incluinddaamique digere o amido, tripsina
que digere a proteina e lipase que digere as gmwdiNo duodeno ocorre ainda a
digestdo das gorduras, onde o figado produz etaeardile que é armazenada na
vesicula biliar antes de sua liberacdo para o chede bile é composta de sais biliares
(principalmente o acido colico e acido desoxicdliqgugmentos biliares (bilirrubina),
fosfolipidos (lecitina), colesterol e ions inorgés (sodio, potassio, cloreto e
bicarbonato). A bile emulsifica a gordura transfanio as gotas de gordura em
estruturas micelares, aumentando assim a supede&ieontato da lipase, com as
moléculas de gordura. Com isto, os lipideos ou weal sdo transformados em
componentes mais simples, os acidos graxos e erglios quais podem passar pelas
paredes dos intestinos (AIRESagt1999).

A regido seguinte do intestino delgado pode sedisigdda emjejuno (por ser

encontrado geralmente vaziojleo (palavra de origem grega que significa volteareond
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o intestino delgado faz circunvolugdes no intedorventre). Nessa regido, as enzimas
conhecidas compeptidasesompletam a transformacéo das proteinas em annitocac

e amaltase(uma enzima produzida pela parede do intestimmsforma a maltose em

duas moléculas de glicose. Outros acucares tamBéntdigeridos nessa regido. Na
porcao final (ileo) ocorre a absorcdo das molécdl@s nutrientes que ja foram

quimicamente transformadas pelas enzimas e assincadazes de passarem pela
parede do intestino e serem transportadas pelasaqge distribuira essas moléculas a
todas as células do corpo. No intestino grosso a@ang grande parte da agua e
eletrélitos existente no bolo alimentar também goahbda. Os restos alimentares néo
digeridos passam para o reto, onde sédo formad&szes pastosas que seguem pelo

canal anal, saindo do corpo através do anus (FEQUIREAN & MA, 2007).
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Figura 5 Sistema digestivo humano (Fonte:http://reociti@s)
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2.4.2. Digestao e absorcao dos carotendides

O processo digestivo e a posterior absorcédo doseterides pelo organismo vao
depender do tipo de carotendide contido no alimeatoda forma que estes
micronutrientes estardo dispostos no alimento, pdis sdo encontrados livres nos
alimentos, mas associados a proteinas e a umaladeiede estruturas celulares da
planta, como fibras e polissacarideos (KHACHIK &t 1095). Para que ocorra a
absorcéo, € necesséario o desprendimento destesonuicientes do alimento. A
liberacdo dos carotendides da matriz do alimentorecatravés das forcas mecanicas
realizadas pela coccdo, mastigacdo, deglutichiombdéa no estbmago, durante a
hidrolise gastrica dos lipidios e proteinas daadiBARKER et al., 1996).

Os carotenoides liberados da matriz alimentar séorporados na fase lipidica
e, posteriormente, emulsionados em pequenas gpidicdscom o auxilio dos acidos
biliaresno duodeno. A solubilidade e a localizacdo dosteadides na emulsédo variam
de acordo com a sua polaridade. Os carotenos, ygn@o, por serem compostos
apolares encontram-se exclusivamente no nucleciatldlicerol da emulsao (regido
hidrofobica) e as xantofilas distribuem-se prefer@mente na superficie da gordura
emulsionada (BOREL et al., 1996). Durante o prazesgestivo, 0S compostos menos
lipofilicos como as xantofilas, podem ser solubiias diretamente nas estruturas
micelares. Essa localizagdo dos carotendides nds@&mie importante porque 0s
componentes da superficie desprendem-se espontameadas goticulas de gordura e
sao transferidos para a mistura de micelas deb#iéases no duodeno, enquanto os
componentes mais lipofilicos, associados ao nitdéeemulséo, necessitam da digestédo
do triacilglicerol antes da transferéncia. As lgmslo limen hidrolisam triacilgliceréis,

fosfolipideos e ésteres, emulsionado-os totalmerate,goticulas de Oleo. A colesterol-
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esterase pancreatica e triglicerideo lipase hgholios carotendides polares e ésteres de
carotendides livregAIRES et al., 1999; JACOBS et al., 1982). Emusgg, 0S
carotendides que foram emulsionados sofrem parfieacao dos sais biliares, lipase
pancreatica, lipideos dietéticos e seus produtosnando pequenos agregados
moleculares denominados micelas mistas (FigurAsiicelas possuem uma forma de
disco helicoidal com diametro aproximado de 4 anB() compostas em grande parte
por sais biliares, acidos graxos livres, monogidzws e fosfolipidios. A incorporacéo
micelar dos carotenoides representa um fator Intétapara a sua absorcéo

(YONEKURA & NAGAO, 2007).
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A absorcdo € um processo pelo qual as moléculagadportadas através das
células epiteliais, que revestem o trato gastrsiimal para penetrarem no sangue ou na
linfa para atingirem os tecidos-alvo. A absorcée darotendides ocorre na mucosa do
duodeno, onde ha a transferéncia dos carotenoidss nicelas mistas para os
enterdcitos para que haja absorcdo dos microntdsercsse processo ainda nao é
totalmente entendido, acreditando-se que ocoréwvedrde um mecanismo de difusao
passiva, analogo com o que ocorre com os prodattipdlise de triglicerideos e com o
colesterol. As micelas migram para a camada de dguaembrana em borda escova,
nesta os carotenoides deixam as estruturas misekarse difundem atraves da
membrana para dentro do citoplasma (PARKER, 1996NFKURA & NAGAO,
2007). A difusdo é determinada pelo gradiente deaatracdo entre as micelas e a
membrana plasmatica do enterécito. Como a solaliéddos carotendides em agua €
muito baixa, o contato entre as micelas e a membcatular € necessario (ROCK,
1992). A absorcao intestinal ecaroteno micelarizado € influenciada por uma sgie
fatores intra-luminal, incluindo a composicao dés dailiares, pH, concentracdo de
soédio, e comprimento e grau de saturacdo dos sayaxos (HOLLANDER E
RUBLE, 1978; OLSON, 1964).

O mecanismo de transferéncia intracelular dos eaéades na mucosa intestinal
apos absorcgdo inicial ndo é bem conhecido. Salmpiseno interior das células da
mucosa intestinal, os carotendides pré-vitaminao/ka o [3-caroteno, podem sofrer
clivagem e ser convertidos a retindides (vitamirja Mo caso dos carotendides nao
precursores da vitamina A, logo ap0s a absorcamtestino delgado, as substancias
ligadas a quilomicrons sdo absorvidas pela linfaramsportadas pelo sangue,
principalmente até os tecidos ocular e adipos@gab, os rins, o pancreas e as mamas

(YOUNG & BRITTON, 1993).Ap0s a absorcéo, os carotendides sao transponalos
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linfa para a circulacao portal até o figado, onsié@patdcitos incorporam a maioria dos
carotendides em lipoproteinas. Os carotenos predominas lipoproteinas de muito
baixa densidade (VLDL) e nas lipoproteinas de bdesidade (LDL). No entanto, os
carotendides mais polares, como as xantofilasgisfiobuidos em partes iguais entre as
lipoproteinas de alta densidade (HDL) e as LDL e enenor proporcéo,
aproximadamente 20%, em VLDL. A distribuicdo dosot@noides entre as classes de
lipoproteinas parece ser determinada pelas caisatas fisicas individuais dos

carotendides e pela composicéo lipidica das ligepras (PARKER, 1996).

2.4.3. Conversao dos carotenoides pro-vitamina A ewitamina A

O mecanismo de conversdo dos carotendides préiuagasy em particular do
B-caroteno, pode ocorrer de duas formas dentro dtesdéeitos, através da clivagem
central (simétrica) da molécula plecaroteno ou pela clivagem excéntrica (assimétrica)

A clivagem central da molécula filecaroteno é a principal via, ocorre atraves da
enzimap-caroteno 15,15'- diaxogenase localizada no @8wpa que atua clivando a
dupla ligacdo central 15,15 da molécula foaroteno gerando duas moléculas de
retinal precursor direto do retinol. Estudos prap@mis mecanismos pelo qual ocorrem
a clivagem central d@-caroteno. O primeiro seria através de uma reacéio &
dioxigenase a qual requer uma molécula de oxigdmtecular e tem como produto
intermediario uma molécula de dioxetano instave §uransformada rapidamente em
retinal (Figura 7) (PARKER, 1996; TANG, 2010).

Um segundo mecanismo proposto, recentemente, seme reagdo com a
monoxigenase, o qual requer dois &tomos de oxigémwvindos de diferentes fontes

(oxigénio molecular e agua) e tem como produtormmégliario um epoéxido. Este
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mecanismo, no entanto, ainda ndo esta totalmant@latio. Porém, independentemente
do mecanismo, o produto final da clivagem centoa-@¢aroteno € o retinal (Figura 7)

(DURING & HARRISON, 2004).
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Figura 7: Mecanismos propostos de clivagem central fdearoteno: (1) Reacéo
catalisada por dioxigenase e (2) reacdo cataligadamonoxigenase

(DURING & HARRISON, 2004).

A clivagem excéntrica ddB-caroteno leva a formacdo de moléculas de
apocarotendides com diferentes comprimentos deaddeacordo com a localizacdo da
dupla ligacdo que sera clivada na molécula. Qad#écula de apocarotendide pode ser
posteriormente convertida em uma Unica moléculaetiraldeido ou acido retindico
(Figura 8) (BLOMHOFF E BLOMHOFF, 2006Estudos sugerem, que a clivagem

excéntrica ocorre preferencialmente sob condicdes okidacdo (quando os
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antioxidantes séo insuficientes) como tabagismamenchs envolvendo um estresse
oxidativo e/ ou na presenca de niveis elevfddoaroteno. Em contraste, sob condicdes
fisiologicas normais (quando antioxidantes séocgrftes), a clivagem central seria a

via predominante (YEUM & RUSSELL, 2002).
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Figura 8: Esquema dos mecanismos de clivagem excéntrieateatdof3-caroteno e

0s produtos gerados durante a conversao a vitalmina
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Geralmente nem todos os carotendides pro-vitamimgéridos sdo convertidos
em retinol, entdo a vitamina A contida nos alimento expressa em termos de
equivalente de retinol, ou seja, a soma das vi@irovenientes do retinol pré-
formado e dos carotenoides. Devido ao mecanismolidggem da molécula dp-
caroteno onde a conversdo pode ser completa oge&@dmnente utiliza-se que 12 pg de
B-caroteno equivalem a 1 pg de retinol, enquantq gae outros carotendides pro-

vitamina A 24 ug sao equivalentes a 1 pug de re(ROIDRIGUEZ-AMAYA, 2001).

2.5. Biodisponibilidade e bioacessibilidade dos catendides

O termo biodisponibilidade, inicialmente, era wu#llo apenas na area
farmacoldgica, e foi proposto pewod and Drug AdministratiofFDA — EUA) dos
Estados Unidos, para estabelecer a proporcdo cudsaancia ativa do farmaco era
absorvida e alcancava a circulacédo sistémica @éstassim disponivel para atingir o
orgao-alvo (SHETH, 1974).

No entanto, na década de 80, foi observado podestam nutricdo humana,
que a simples ingestao de um alimento contendondiet@do nutriente ndo garantia sua
utilizacdo pelo organismo. Mas que varios fatostavam relacionados a este processo,
como a estrutura quimica do nutriente, a quantidagkrida, a interacdo entre 0s varios
tipos de nutrientes durante a ingestdo e o mecantsomeostatico que regulam a
absorcéo, gerando, assim, a necessidade de esii@sa biodisponibilidade destes
nutrientes no organismo humano, a fim de conheeer modo de acdo frente a
importancia de uma dieta rica em nutrientes parasadide do individuo

(TANUMIHARDJO, 2002).
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A definicdo do termo biodisponibilidade de um rerite € ainda complicada.
Inicialmente, o termo era definido como a proporgio nutriente que € digerido,
absorvido e metabolizado pelo organismo, estandspodivel para uso e
armazenamento (BENDER, 1989). Porém, esta defiméaocera adequada, pois alguns
nutrientes ndo necessitam ser digeridos para salmorvidos, assim como mesmo
aqueles que sao hidrolisados podem n&do ser abgsrvidicionalmente, algumas
substancias embora sejam absorvidas podem nacetaotizadas. Ou seja, a inclusao
dos termos absorviveis e metabolizados na defieduodisponibilidade de nutrientes
gera algumas divergéncias. Frente ao expostordpiogta a seguinte redefinicdo para o
termo biodisponibilidade: “refere-se a fracdo delquer nutriente ingerido que tem o
potencial para suprir a demanda fisiologica endtecialvos” (YOUNG & BRITTON,
1993).

No entanto, a definicdo correta para biodispomiade ainda € alvo de
discursbes, em especial para os micronutrientesteNsstudo adotou-se a definicdo de
que biodisponibilidade, especificamente para ostendides, é a quantidade deste
micronutriente que € absorvida pelo intestino eyalee ser disponibilizada aos tecidos-
alvo.

Estudos realizados sobre a biodisponibilidade deiemies concluiram que
aspectos como a bioconverséao, bioeficacia e biéafim, devem ser incluidos quando
se estuda a biodisponibilidade de um nutriente.idcdnversdo € a propor¢do do
nutriente ingerida que estard biodisponivel pamrmaversdo em sua forma ativa, ou
seja, quanto de carotendides pro-vitamina A daadéstardo disponiveis para serem
convertidos a retinol. J& a eficiéncia com a qgahatrientes ingeridos serdo absorvidos

e convertidos a forma ativa do nutriente € a bidefa e a bioeficiéncia € a propor¢cao

35



da forma ativa do nutriente que ja foi convertidoqee atingira o tecido alvo
(TANUMIHARDJO, 2002).

Nos procedimentos laboratoriais da absorcdo ddentds dos alimentos a
biodisponibilidade € determinada pelo resultado tds etapas: a primeira € a
bioacessibilidade, que representa a fracdo doemigrique sera liberada da matriz do
alimento e estara bioacessivel nas micelas mistasats biliares, representando a
concentracdo maxima de nutrientes disponivel paréransportada através do epitélio
intestinal. A segunda etapa € o transporte atrdwéspitélio intestinal onde a fracao
bioacessivel do nutriente sera transportada dori(paea o epitélio intestinal até a linfa
e a circulacao portal. A Ultima etapa represerdgteio de primeira passagem no qual os
nutrientes sédo metabolizados no epitélio intestiaho figado e sera transportada pelo
corpo através da circulacdo sistémica (OOMEN.et2003).

A bioacessibilidade seria a forma mais simples mhmainicio ao estudo da
biodisponibilidade dos carotendides através de wueho de digestam vitro que visa
simular as etapas oral, gastricas e intestinah Bae haja absorcdo dos carotendide é
necessario que ocorra sua liberacdo da matrizmertio, a transferéncia para goticulas
lipidicas e incorporacdo em micelas mistas delsbéses durante a digestdo. Esta seria
a primeira etapa da biodisponibilidade, considetaligante para que haja eficiéncia na
biodisponibilidade dos carotendides. E primord@iteecer os fatores que interferem na
bioacessibilidade, para que posteriormente o egiadsa ser expandido para a captacéo
dos carotendides que foram incorporados nas mjcpkla célula intestinal humana
Caco-2, permitindo assim, a investigacdo do meishol celular e transporte trans-
epitelial dos carotendides indicando a biodispdidide in vitro deste micronutriente
(FAILLA et al., 2008). Portanto, a bioacessibili@gagpode ser medida através da

eficiéncia da micelarizagdo dos carotenoides pi@mina A durante a simulagdo da
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digestdo de alimentos vegetais, mostrando ser emanienta eficaz para as analises
iniciais da biodisponibilidade relativa de carotiele§ de cultivares como no caso da
mandioca amarela BRS Jari melhorada. Os resultddotis estudos poderdo ser
utilizados como facilitadores na selecdo de culisaadequados, para posteriores
estudosin vivo com roedores ou furdes. Portanto, a finalidadengndial dos estudos

sobre biodisponibilidade € conseguir correlacionaiquantidade de nutrientes da
alimentacédo ao estado de saude do individuo, fdeea cespostas mais precisas sobre
cada nutriente em particular aos compostos bicatidevido a acdo funcional que

muitos destes possuem na saude humana.

2.5.1. Fatores que interferem a biodisponibilidadeos carotenoides

O estudo da biodisponibilidade dos carotenoides@texo, devido a influéncia
de diversos fatores relacionados tanto ao alimeotnto ao individuo. Dentre os
fatores relacionados ao alimento destacam-se didade e natureza dos carotenoides,
a natureza da matriz e estado fisico do carotenddenétodo de preparo ou
processamento do alimento, a interacdo com outnagendides e outros componentes
na dieta. Em relacdo aos fatores inerentes awithai encontram-se: o estado
nutricional deste, a baixa capacidade de absoredpidios (devido a baixa producéo
de pancreatina), infec¢des, doencas parasitaf@eres genéticos. Estes fatores geram
resultados muita das vezes inconsistentes ou ihcowas, devido a ampla variagao nas
respostas obtidas (TANUMIHARDJO, 2002).

Uma forma de resumir os fatores que interferem iodigponibilidade é a
utilizagdo do termo inglésSLAMANGH] como uma técnica de memorizacao

‘mnemonica”, onde cada letra representa os fatgretenciais que afetam a
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biodisponibilidade dos carotendides os quais foramotados dentro dos estudos
referentes a biodisponibilidade. Sendo est8pecies of carotenoidgtipos de
carotendides), molecular Linkage (ligacdo molecular), Amount of carotenoids
consumed in a me&fjuantidade dearotendides consumidos em uma refeicit@trix
in which the carotenoid is incorporate@matriz na qual os carotendides sé&o
incorporados), Effects of absorption and bioconversioffeitos da absorcdo e
bioconversado)Nutrient status of the hogestado nutricional do individuo¥;enetic
factors (fatores genéticos)Host-related factors(fatores inerentes ao individuo) e
Mathematical Interactionginteracdes matematicas) (CASTENMILLER & WEST,
1998).

No presente estudo visou-se destacar alguns désteses considerados
limitantes e que influenciaram nos resultados olstido presente trabalho, tendo um

foco, sempre que possivel, para uma abordagem swhoe 3-caroteno.

2.5.1.1. Efeito da matriz do alimento na bioacesslidade do B-caroteno

Como citado anteriormente, o primeiro passo para haja absorcdo dos
carotendides é a sua liberacdo da matriz alimeStdre-se que se ocorrer uma maior
liberacdo destes micronutrientes do alimento, p@poalmente havera uma eficiéncia
maior na sua absorcao e biodisponibilidade. A Ipagfo intracelular dos carotendides
na matriz alimentar esta totalmente relacionada eesa liberacdo. Por exemplo, 0s
carotendides contidos nos vegetais estdo locakzas cloroplastos, associados a
proteinas enquanto que nos frutos e raizes possned, os carotendides estaram
localizados em cromoplastos ligados a estruturasi-sestalinas ou podem estar

dissolvidos em goticulas de Oleo. Esta localizagéipostamente explica a maior
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absorcéo d@-caroteno de frutas, em que este pigmento ess@mieem goticulas de

0leo em comparacdo com vegetais de folhas veohels -caroteno esta associado
principalmente a proteinas fotossintéticas ou, asocdo tomate e da cenoura 0S
carotenos que estdo em formas semi-cristalinas {EAMILLER & WEST, 1998).

A maioria dos estudos sobre o efeito da matrizneitar sobre a
biodisponibilidade dos carotendides é determinagla pesposta plasmatica, apdés a
suplementacao de carotendides com frutas e vegetassem carotenoides comparada
a resposta a suplementacio com carotendide purpecé&ssario ainda, que a matriz
utilizada seja homogénea para que a superficieod&ato do alimento seja maior e
ocorra a maior liberacdo dos carotendides da malinzentar, para que estejam mais
disponiveis para o processo digestivo (HOF et 2000). Hussein et al. (1990)
realizaram um estudo com diferentes grupos queuoconsm cenoura crua ralada e
suco de cenoura por duas semanas. Os resultadamstesmam que no grupo que
consumiu o suco de cenoura as concentracfes pleasndé retinol @-caroteno foram
ligeiramente superiores ao outro grupo.

Fatores relacionados as caracteristicas estrutiaispriedades fisico-quimicas
podem influenciar na biodisponibilidade dos caréiges. Uma dessas propriedades € a
diferenca do grau de hidrofobicidade dos carote®did que interfere na sua
transferéncia das goticulas de emulsificacdo bipighara as micelas mistas. Observado
em experimentosn vitro os compostos mais hidrofilicos como as xantofilagy, p
exemplo, estariam localizados na superficie dagcuyas de emulsificacdo lipidica,
sendo facilmente transferidas para as micelas snditeante o processo de digestdo e
posterior absorcéo, diferentemente dos carotenegpgssuem maior hidrofobicidade e

se localizam na parte interna das goticulas lip&lic
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A composicdo de isébmeros dd&-caroteno é outro fator que afeta a sua
incorporagdo nas micelas durante o processo decdlesoTyssandier et al. (2001)
verificaram que durante a digestdo de refeicdess rean carotendides, no estbmago e
duodeno de seres humanos foram encontradas cagf@gr minimas de isémeros.
Estudos indicam que o todmnsp-caroteno possui maior capacidade de absorcédo do
gue os isdmeros 8is e 13¢is-B-caroteno. Deming et al. (2002) observaram que apos
dose unica de cada isdmero dissolvido em Oleo gledab administradas em gerbils
ocorreu uma menor absorcdo dos isdmargsdo B-caroteno em comparacdo ao

isbmerotodo-trans.

2.5.1.2. Efeito do processamento e adicdo de fofgdica na bioacessibilidade do

-caroteno

O processamento de alimentos e a presenca defipididieta sdo considerados
dentre os fatores dietéticos, limitantes para ec@rbiodisponibilidade de carotendides
em seres humanos. Isto ocorre particularmente petportancia da liberagcdo dos
carotendides da matriz alimentar durante a digest&oa posterior incorporacdo nas
micelas lipidicas, pois esses sdo 0s passos limitapara a formacdo da fracao
acessivel contendo esse nutriente que sera cgmbdacélulas intestinais.

Embora o tratamento térmico durante o preparoideatos, tenha um impacto
negativo sobre o teor de carotendides, um efeisitipo na micelarizacdo de carotenos
e, portanto, em sua bioacessibilidade é obsen@dwrocessamento de alimentos pelo
cozimento, fritura, trituracdo e obtencdo de sugastamente com a interacdo dos

carotendides com outros componentes dos alimentdasgoedientes lipofilicos pode
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modificar a quantidade de carotendides liberadosmddriz alimentar e, portanto,
potencialmente, aumentar ou diminuir a sua biodmédade (GARRETet al, 1999).

O processamento dos alimentos destréi a estrututacetlos de plantas havendo
dissociacao ou enfraquecimento do complexo protsanatendides, ou a dissolugdo ou
dispersdo do complexo cristalino de carotendidstd®mrma, a superficie e interacdes
de enzimas hidroliticas e emulsionantes com pdasado alimento durante a digestao
gastrica e intestinal, assim como a mastigacadrudas e vegetais crus causam o
esmagamento e ruptura do tecidos e células. Armabasecanismos de reducao do
tamanho das particulas contribuir para o aumentoilbaacdo dos carotendides
(SOUTHON & FAULKS, 2005). Embora o tratamento térop enzimatico e mecanico
possam causar isomerizacdo e oxidacdo dos cardésn@m uma abordagem geral,
como visto na maioria dos estudos citados, estesepsos promovem a ruptura das
estruturas celulares, favorecendo a liberacdo @ostenodides o que aumenta sua
biodisponibilidade (YONEKURA & NAGAO, 2007).

Sullivan et al. (2010) realizaram estudiosvitro e verificaram o efeito do
cozimento em diferentes vegetais, observaram qumrntenha havido isomerizacéo
do todotransp-caroteno para a formad@s e 13¢is-3-caroteno, ao longo do processo
de digestaan vitro os isdmeros se mantiveram estaveis. O cozimenglowese um
fator positivo na eficiéncia da micelarizacdo daiama dos vegetais analisados. No
entanto, foi verificado que ira depender do tiponthdriz a ser analisada. Livny et al
(2003) atraveés de estudmsvivo avaliaram a absorcdo de duas refeicbes, um @uré d
cenoura cozida e cenouras cruas cortadas. A qadetidep-caroteno absorvido no
grupo que ingeriu a refeicdo cozida foi significathente maior em relacdo ao grupo

gue ingeriu cenouras cruas.
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A incorporacao dos carotenoides liberados em nscelstas de lipidios pode
ser considerada 0 segundo passo no processo deabdos carotendides, o qual afeta
a sua biodisponibilidade. A formacdo das miceldegendente da presenca de gordura
no intestino, logo, a ingestdo de gordura assocedzarotendides da refeicdo €
considerado crucial para haver o aumento da s@&dssibilidade . A adicdo de fontes
lipidicas facilita a formacao das goticulas lip&dicque irdo atuar como um reservatoério
de substancias lipofilicas para os carotendidedayaen liberados da matriz alimentar,
a gordura dietética promove a eficiéncia na sakdiffio dos compostos lipofilicos. No
estbmago durante o processo de digestdo, os kp&Btmulam a liberacdo de sais
biliares a partir da vesicula biliar e pancreatipase, necessarios para a formacao das
micelas mistas de sais biliares (FURR & CLARCK, 709

Estudos descrevem a importancia da gordura na éet@omparacdo com a sua
auséncia completa no momento da ingestaop-@aroteno. Os primeiros estudos
reportaram que seriam necessarios de 3-5 g derggoduva a absorcao @lecaroteno a
partir de um refeicdo. No entartfuo et al. (2007) demonstraram que a transferé@ncia
vitro do B-carotengpara as micelas mistas durante a digestdo exigaimimo de 0,5-
1% de 6leo de canola ou trioleina na refeicdo.eN@mnto essa quantidade varia em
funcdo do tipo de dleo que esta sendo utilizadaddeso comprimento das cadeias
graxas acil, mas ndo em relacdo ao grau de ingatuean triglicerideos.

Vérios fatores estdo relacionados a ingest@qyordura e aproveitamento dos
carotendides, taisomo: tipo e fonte de gordura ingerida, quantidgepriedades
fisico-quimicas e a fonte adarotendidesBorel et al. (1998) constataram que a resposta
quilomicron -caroteno é consideravelmente menor quando a d@wsagorre com
trigliceridios de cadeia média do que quando aldomom os trigliceridios de cadeia

longa. Pois estes aumentam a hidrofobicidade doduprys da digestdo de lipidios,
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possivelmente facilitando transferéncia dos camstetia matriz alimentar. Além dos
acidos graxos de cadeia media serem absorvidodpaimente via portal, o que resulta
em menor formacéo de quilomicrons.

De acordo com o tipo de gordura a absorcdo deeswiokes pode variar. A
absorcdo de carotendides em ratos foi mais efeignndo os carotenoides foram
administrados em azeite do que no 6leo de milhcARK. et al., 2000). Da mesma
forma, a presenca de acidos graxos insaturadassytarmente oleato, em micelas de
B-caroteno estimulou a absorcdo do intestino des rarfundidos (HOLLANDER E
RUBLO 1978). Fontes lipidicas de frango, carne, presunto e vég@tal com teor de
3% de gordura foram testadas por Garret et al. 9188 seus resultados, os carotenos
foram os mais influenciados pelos lipidios, sende g 6leo vegetal apresentou 16% de
eficiéncia micelar para p-caroteno em comparacao as outras fontes lipidicas.

Chandrika et al. (2006) testaram sete tipos detaesgatravés do modelo de
digestéoin vitro, avaliando o cozimento com ou sem adi¢do de umiz figoidica. Os
resultados mostraram que, nos métodos tradicialeamozinhar onde o leite de coco é
adicionado aos legumes como fonte lipidica, a l@ssibilidadein vitro de todetrans
B-caroteno € muito maior do que nos mesmos legumeglas em agua. Estes
resultados demonstram que ndo apenas o0 processat@éenico do alimento, o qual,
favorece a liberagdo dos carotenodides da matnmzealiar, mas a relacdo desses dois
fatores: processamento térmico e adicdo de ume fipidlica, de acordo com o tipo de
matriz alimentar que estard& sendo empregada faoeechioacessibilidade dos

carotendides pro-vitamina A.
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2.6. Métodos para investigar a biodisponibilidade @ carotendides

Inimeros meétodos tém sido utilizados para estimdmodisponibilidade de
nutrientes em carotendides baseados, principalmer@edeterminacdo dos niveis
séricos, plasmaticos ou das fracdes lipoprotéipas a ingestdo de refeicdes ricas em
carotendides. Esta abordagem tem se mostradoai#gntanto ndo indica os teores reais
dos carotendides que foram ingeridos, absorvidosetabolizados (BOWEN et.al.,
1993). Métodos como o de balanco quimico, medidasoarotenodides radiotivos na
linfa ou estudos cinéticos usando carotendide®pstamente marcados também séo
utilizados no estudo da biodisponibilidade de eates (COZZOLINO, 2007).

Além destes, as técnicamsvitro, também séo utilizadas desde meados de 1930,
e sao aplicadas através da simulacdo da digedtdorcdo e metabolismo utilizando
células intestinais Caco-2 e a juncdo do modeldigiestaan vitro acoplado as células
Caco-2. Esta técnica permite quantificar a fragdvel ou dialisavel do nutriente que
estara bioacessivel para posterior absor¢cdo nmisnga e conversao em vitamina A.
No caso dos carotendides pro-vitamina A, a digestditro aplicada para investigar a
bioacessibilidade destes carotendides € uma tégneagpermite o controle acurado das
variaveis que interferem no processo de biodisplarade, tornando um modelo de

grande importancia para prever e sugerir estirdes/o.

2.6.1. Modelo de digestam vitro

O modelo de digestdan vitro é econdmico, eficiente para indicar a
bioacessibilidade dos carotendides em frutas, saimgetais, refeicbes e suplementos.

A digestaan vitro visa simular as etapas oral, gastrica e intestpeaimite investigar de
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forma mais facil e eficiente os efeitos da matonzatimento, espécies quimicas, tipo de
processamento e varios fatores da dieta que irderfena estabilidade do digesto,
micelarizacdo e captacdo das células intestinaisaresporte dos carotenoides dos
alimentos e suplementos. Através de estudagtro, é possivel o controle de variaveis
como ambiente utilizadio vitro, as transformacdes que ocorrem no decorrer dodméto
e fatores dietéticos que influenciam na biodispitiddde dos carotendides em uma
matriz alimentar.

Algumas variaveis interferem diretamente no estdedadigestaan vitro para
verificar, especialmente, a biodisponibilidade deotendides e, durante a aplicacao da
técnica, devem ser adequadas a matriz a ser ateafe@res como a quantidade de bile,
pancreatina, pH e fonte lipidica para que sejanor@nados resultados confiaveis apos
as analises.

Garret et al. (1999) verificaram que o extrato de tem papel fundamental no
processo de micelarizagdo de compostos hidrofébicosio o0s carotendides.
ConcentracOes diferentes de extrato de bile foestadas ao longo do processo e, a
mais adequada foi a de 2,4 mg/mL. Enquanto queunaasséncia 0s carotenoides
analisados néo foram detectados na fracdo mioklaoncentracdo de extrato de bile
utilizada (2,4m/mL) é semelhante a encontrada tesiimo de um individuo em jejum.
A bile tem papel fundamental no processo de digesivido suas caracteristicas
surfactantes diminuindo a tensdo superficial e lamdo na formacdo das misturas
micelares com moléculas insollveis, fosfolipidicaminas lipossollveis e colesterol
(CHARMAN, 1997; OOMEN, 2003).

As enzimas pancreaticas também exercem papel erdigpel no processo de
digestéo, influénciam diretamente nos resultadosirddise de digestdimn vitro. No

estudo de Garret et al. (1999), ao variar a conagdd das enzimas pancreaticas de 0 a
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0,6 mg/mL, houve diminuicdo de até 50%fdearoteno na auséncia de pancreatina. Foi
verificado que 0,4 mg/mL de enzimas pancreaticasdéal para obter a transferéncia
dos carotendides para a fracdo micelar. Portantopnabinacdo de sais biliares e
enzimas pancreaticas sao alguns dos fatores cosdideessenciais para uma eficiente

micelarizacdo de espécies lipofilicas.
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3. Objetivos
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3.1 Objetivo Geral

Investigar a bioacessibilidade vitro de B-caroteno de raizes de mandioca
amarela fManihot esculent&€rantz) BRS Jari melhorada&) naturae apds 0s processos

de cozimento e fritura.

3.2 Objetivos Especificos

» Determinar os teores de carotendides tot@icaroteno nas raizes de mandioca
amarela melhorada naturag cozida e frita. E avaliar as perdas apés os métod
de preparo empregados e apés o processo de digesifo.

* Adequar as condi¢bes da metodologia de ensaio asedssibilidaden vitro
para a mandioca amarela melhoradaatura, cozidee frita, e realizar o estudo
de digestéaadn vitro as raizes de mandioganaturacozida e frita.

» Verificar a eficiéncia de micelarizacédo e qual farde preparo resulta em maior
bioacessibilidade dp-caroteno.

» Caracterizar a fracdo micelar de mandioca cozidata por microscopia e

determinar seu teor @ecaroteno por CLAE.
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4. Material e Métodos
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4.1. Amostras e material

As raizes de mandioca amarela BRS Jari melhorddadas neste trabalho de
dissertacdo fazem parte do projeto “A Biofortifidagcno Brasil - desenvolvendo
produtos agricolas mais nutritivos” e foram cultiza e fornecidas pela Embrapa
Tabuleiros Costeiros — Sergipe/ Aracaju. A colheitarreu apos 12 meses de plantio,
em junho de 2009 a maio de 2010, quando as amofdiras recebidas e os
experimentos realizados no Laboratorio de CromafgrLiquida na Embrapa
Agroindustria de Alimentos, acreditado pelo Inmgtana os ensaios de carotendides.

Todos os solventes organicos utilizados nos exgetios (acetona, éter de
petréleo, acetonitrila, metanol, éter medite-butilico) apresentavam grau
cromatogréfico (“HPLC grade”, Tedia Brasil), os sais (NaCl, KCI, NaRONaOH
,CaCh, KSCN, NahPO, NaHCQ), as enzimaso-amilase, pancreatina porcina,
pepsina, lipase tipo Il de pancreas de suino eeagentes extrato de bile porcina,
mucina e uréia foram adquiridos da Sigma-Aldtid$do Paulo, Brasil) Utilizou-se
ainda cloreto de sédio grau P.A, sulfato de sodimi gesticida Tedf3 sulfato de sédio
anidro Tedi&@ e HCI suprapur Merék Durante todo o estudo foi utilizada agua

ultrapura (Milli-Q).

4.2. Conservacédo das raizes de mandioca em parafina

As raizes de mandioca BRS Jari foram lavadas em é&yuente e com escova
para retirada da terra do plantio, foram secasstuieea temperatura ambien#2$°C)
e com circulagédo de ar. Para prolongar o seu pededconservacao, apds secagem as

raizes de mandioca, foram banhadas em parafinddigparafina de vela derretida em
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estufa a 100 °C) durante 1 min, a fim de formar uaraada espessa de parafina (Figura
9), promovendo assim, a diminuicdo da permeabiidanl oxigénio e a conseqlente
inativacdo de algumas enzimas oxidativas (perogiegsolifenoloxidase), que reduzem
as perdas de umidades das raizes (PEDROSO, 20@53eguida as amostras foram

armazenadas sob refrigeracéo a 4 °C até analises.

Figura9: Esquema do processo de parafinacdo: (a) raizesaddioca com
terra; (b) lavagem das raizes de mandioca; (c)gseta (d)
parafinacéo; (e) raizes de mandioca parafinadas.
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4.3. Preparo das amostras

Para todas as analises subsequentes foram utdizadastras compostas de
raizes de mandioca amarela BRS Jari melhoradam@Adza de parafina foi retirada das
raizes, foram descascadas e quarteadas longitondinid, com faca de aco inox, de
uma extremidade a outra da raiz. As raizes forandidas em quatro partes e duas
destas, opostas entre si, foram usadas para geadaliamostran natura e as duas
partes restantes foram cortados em cubos e utkzpdra o processo de cozimento e

fritura (Figura 10).

1M 1M

Al AT
P

Figura 10: llustracdo da combinacdo entre duas raizes 1 anibsfras

compostas) para realizacdo dos cortes longituglinera analises

das amostram natura(IN), cozida (CO) e frita (FR).

Cozimento. Adicionou-se agua sobre os cubos de mandioca atéri-los
completamente. O cozimento foi realizado em panelgpressdo por 45 min apos

fervura. Em seguida as amostras foram drenadasreadas (Figura 11a).

Fritura. Para o processo de fritura, as raizes de mantbo&ian cozidas em panela de
pressao por 30 min, a agua foi drenada, as amdetean resfriadas e levadas a fritura
em Oleo de soja a 180 °C por 8 min até atingir istgrgcia firme (Figura 11b). O

excesso de Oleo foi removido com papel absorventes&iadas até temperatura

ambiente.
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(@) (b)

Figura 11: Fotos da mandioca amarela BRS Jari melhorada @p@socessos de

cozimento (a) e fritura (b).

Apés preparo das amostras, cada uma délasaturg cozida e frita) foram
separadamente trituradas em moinho (Moinho simplEA® Al1l), para
homogeneizagdo, seguida de armazenagem em emisalagtalizadas em atmosfera
purgada com nitrogénio e refrigeradas a 4° C absas.

Os experimentos foram realizados com trés amostagostas (A, B e C) e
cada uma delas em triplicata, tendo no final deearpento um total de nove replicatas
(n=9) para cada processo (mandiocaaturg cozida e frita). O diagrama esquematico

abaixo ilustra o fluxo das analises realizadas paga amostra composta (Figura 12).
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Amostra compostd

Amostrasin natura(IN),
cozida (CO) e frita (FR)

Extracdo e quantificacdo dgs Analise Analise dos carotendides
carotendides totaisfC centesimal totais eC apds o processo de

digestaan vitro

Analise da bioacessibilidade
(eficiéncia da micelarizacéo)
dos carotendides totai$€.

Figura 12: Desenho experimental das analises realizadasiiz@s de mandioca
amarela BRS Jari.

4.4. Andlise da composicdo centesimal das amostrde mandioca BRS Jariin
natura, cozida e frita.

Foram realizadas analises de umidade, cinzasidf(dxtrato etéreo) e N total
nas amostras natura cozida e frita. Todas as analises foram realzadsacordo com
métodos oficiais (AOAC, 2005) no laboratério deicfisquimica da Embrapa —

Agroindustria de Alimentos.

4.5. Extracado dos carotendides das amostras de mamch amarela BRS Jari, antes

do processo de digestém vitro

As analises foram realizadas em triplicata paraa cammposta (A, B e C),
utilizando 10g para as amostras de mandiogaaturae cozida e 7g para a mandioca

frita. A extracao foi realizada com maceracdo aaestras em gral e pistilo utilizando
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celite, para homogeneizacédo, e acetona (Figura @Baktrato obtido foi vertido para
funil de vidro sinterizado e filtrado a vacuo (FiguL3b). A extracédo foi repetida por
trés ou mais vezes, até que houvesse auséncialatacém amarelada indicativa de
carotendides na celite. O extrato obtido foi trandb, quantitativamente, para funil de
separacao, contendo éter de petroleo e lavado poowimadamente 300 mL de agua
ultra-pura (Agua Milli- &) por trés vezes (Figura 13c). O extrato finaltfansferido
para baldo volumétrico ambar de 50 mL, com auxiéofunil contendo 1a de vidro e
159 de sulfato de sodio anidro e avolumado comdsegpetroleo. Em seguida, para a
quantificacdo de carotendides totais realizou-seleitura da absorbancia em
espectrofotdmetro (Shimadzu — UV — 1800) a 450 nm.

Uma aliquota de 2 mL do extrato foi seca sob fldeonitrogénio constante e
ressuspendida para 100 puL de acetona e analissd&€lpAE para a separacéo,
identificacdo e quantificacdo dos carotenoides amasstras (RODRIGUEZ-AMAYA,

et al., 2001).

(a) (b)

Figura 13: Etapas do procedimento de extracdo dos carotendige amostras de
mandioca: (a) maceracdo da amostra; (b) filtracdta@o em funil
sinterizado; (c) Separacéo das fases em funil p@raedo e recuperacéo

dos carotenodides contidos na fase etérea.
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4.6. Digestaan vitro

O procedimento de digestdio vitro buscou simular as etapas oral, gastrica e
intestinal da digestdo humana. As formulacdes dodetos de sucos digestivos foram
baseadas na fisiologia humana, assim como o terapwadsicdo entre as etapas, a
temperatura e o0 movimento peristaltico, atravésgleacdo a 60 rpm em banho com
giro orbital (banho-maria com agitador orbital gylex TM). O protocolo descrito por
Garrett et al. (1999) para simulacdo da digestdmama foi seguido com algumas
modificacdes. Foram realizados testes prelimineoes o intuito de adequar e otimizar
0 método para as matrizes em questdo (mandiocetura cozida e frita). Foram
ajustados a massa das amostras a serem analigaldase da aliquota para extracdo da
fracdo micelar e o percentual de fonte lipidicegdde canola) adicionada para auxiliar
a formacdo das micelas na fase intestinal. A pudeza@leo de canola utilizado no
processo de digesté@o vitro foi analisada por espectrofotometria, para garguoi nao
havia quantidades residuais de carotendides quespenh interferir nos resultados
obtidos. As condicbes apresentadas a seguir foedimdhs nos testes preliminares.

Preparo da amostra. Foram adicionados 1% (p/p) de 6leo de canola nas
amostrasin natura e cozida, e homogenizou-se. Em seguida as amostoaam
pesadas, em tubo de polipropileno de 50 mL com aadgrosca, 15, 20 e 10 g das
amostras de mandioda natura cozida e frita respectivamente. As analises foram
realizadas em triplicatas.

Simulacdo da fase oral da digestddem cada tubo de polipropileno com as
amostras foram adicionados 7 mL de solucdo contendmilase, mucina e uma
mistura de saigKCIl, KSCN, NaHPO, NaPO, Uréia, NaCl, CaG), conforme
descrito por Oomen et .a(2003). As amostras foram seladas em atmosfera de
nitrogénio, homogeneizadas e colocadas sob agitagdmanho orbital a 37 °C e 60 rpm
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por 10 min. Em seguida, foram transferidas para ontea com gelo a fim de inibir a
acao enzimatica.

Simulacdo da fase gastrica da digestadlos tubos provenientes da fase oral
adicionou-se solucéao A (120 mM NaCl, 6 mM Ca€b mM KCI) até o volume de 30
mL, em seguida foram homogeneizadas em vofepH foi ajustado para 2,5 + 0,1
com HCI 1 mM, em seguida adicionou-se 2 mL de pepsstoque (40 mg/mL 100 mM
HCI) em cada tubo. Ajustou-se o volume para 40 i @ solugéo A, de modo que a
concentracao final de pepsina fosse de 2 mg/mLséguida os tubos foram incubados
novamente em banho com agitacdo orbital por 1 f,ma@smas condi¢cdes descritas
anteriormente.

Simulacéo da fase intestinal da digesta®ela adicdo de solucdo de NaH®@O
pH das amostras foi ajustado para 6,0 + 0,1, rasstprovenientes da fase gastrica da
digestdo. Em seguida, foram adicionados 3 mL dg;&olestoque de extrato de bile (40
mg extrato de bile/ mL 100 mM NaHGQ® e 2 mL de solucéo estoque de pancreatina-
lipase (10 mg de pancreatina + 5 mg lipase/ mLMPONaHCQ), e o pH foi ajustado
para 6,5 + 0,2 com NaOH 1M. O volume foi aferidogpd0 mL com a solucdo A e os
tubos foram selados em atmosfera de nitrogéniolacados no banho com agitacao
orbital por 2 h (Figura 14a), nas condicoes descriinteriormente (FAILLA &
CHITCHUMROONCHOKCHAI, 2005).

Separacgao da fracado micelarA fragdo micelar consiste na fragdo emulsificada
pelos sais biliares, também chamada de fracdo amizatla. Para a separagéo, os tubos
com as amostras digeridas foram homogeneizados & alfquota de 30mL foi
transferida para um outro tubo de polipropilenadseentdo centrifugados (5080 a 4
°C/ 45 min) para separacdo da fracdo micelar (&ig4b). Através da centrifugacéo

separou-se a fase aquosa da fracdo emulsificadgpagle conter quantidades variadas
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de d6leo, caso tenha sido separado fisicamente cdwaliota, porém nado tenha sido

emulsificada pelas quantidades de sais biliaresadidas no ensaio.

(b)

Figura 14: Etapas do processo de digestawitro: (a) amostras em banho-maria a 37
°C com agitador orbital gyromax TM simulando os meentos
peristalticos do organismo a temperatura corpdt®aseparacéo da fragéo

micelar por centrifugacao.

4.7. Extracdo dos carotendides da fracdo micelar

A fracdo micelar foi transferida, quantitativamerntem auxilio de uma pipeta
automatica dos tubos de polipropileno para um fdeikeparacdo. Foram adicionados
30 mL de éter de petréleo e 200 mL de uma solugéosa de NaCl 10%, em seguida
foram homogeneizados. ApoOs a separacdo das fasesaag organica, a fase organica
foi lavada com solucdo de Nags@% por duas vezes, para retirar possiveis resideios
fase aquosa. A fase organica da extragdo conterfidoacoteno foi filtrada em funil
com |& de vidro contendo Na@nidro e recolhida em baldo de fundo redondo

(FERNANDEZ-GARCIA, MOSQUERA & PEREZ-GALVEZ, 2007)0 extrato foi
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concentrado em evaporador rotativo por aproximadénE) min e o residuo do extrato
foi ressuspenso e avolumado com éter de petroleloadin volumétrico de 5 mlUma
aliquota de cada amostra foi analisada em espet&inétro a 450 nm para
determinacao do teor de carotendides totais, @ alifjuota de 2 mL de cada extrato foi
seca sob fluxo de nitrogénio constante, ressusgandom 100uL de acetona,
transferida para microtubo de 1,5 mL , centrifug@tarpm/ 1 min) e transferida, com
auxilio de uma pipeta automatica, para vial andoan redutor de volume, até analise

por cromatografia.

4.8. Analise de carotendides totais e composicao carotendides das amostras de

mandioca ndo-digerida e digerida

A determinacdo dos teores de carotendides totaisanepstras antes e apds o
processo de digestao vitro foi realizada por espectrofotdmetria, no compritoeste
onda de 450 nm (UV-1800; SHIMADZU, Japao). Todasedsras validas usadas nos
calculos apresentaram valores de absorbancia@gtee0,8. Quando valores fora desse
intervalo eram obtidos, as amostras eram diluidasoncentradas apropriadamente. A
determinacdo da concentracdo dos carotendides fotalada de acordo com a lei de
Lambert-Bier, calculados em base seca e em basiafipara fins de comparacgao tanto
entre as amostras estudadas, quanto com outrodogsj@ reportados na literatura

(Equacéo 1).
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Conc. carotendides totais (1g/g) = AbBqi X V x 10000 (1)

Acml% X m
Onde:
Abs = Absorbéancia
f 4i = Fator de diluicdo da amostra
V = Volume total de extrato (mL)
m = Massa da amostra (Q)

Aicni = 2592 (absortividade ddcaroteno em éter de petréleo).

A separacdo, identificacdo e quantificacdo [Hoaroteno toddrans e dos
isdmeroscis nas amostras analisadas foram realizadas por @grafia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) em cromatografo Waters (EUApmposto por bomba W600,
degaseificador, forno de coluna, injetor automatidd Plus, detector de arranjo de
fotodiodo - PDA 996, operados pelo software Empovw@faters, EUA). Os
carotendides foram separados em coluna de fasesae@g YCM Carotenoid S-3 (4,6
mm x 250 mm; Waters, EUA). Os analitos foram eluidos gyadiente dos solventes
metanol e éter metil terc-butilico como descrito Ratheco (2009). As condi¢des de
andlise foram: fluxo 0,8 mL/min; injecdo automatdm 15 pL do extrato obtido das
amostras; temperatura 33 °C e tempo total de anddi28 min (PACHECO, 2009). Os
dados foram armazenados e processados pelo prograpw@wer.

Os carotenodides foram identificados através dopasnde retencdo de padrdes
isolados no laboratorio, e dos espectros de als®gaVis dos picos cromatograficos,
por comparagdo com espectros publicados. A queagdio do-caroteno foi feita de

acordo com a curva de calibracdo, baseada nasdosgscos cromatograficos. Todos
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os resultados foram calculados em base seca e sgnuUbada em triplicatas de cada
amostra composta.

A retencdo dos carotenoides foi estimada para wetado de preparacdo aos
quais as raizes de mandioca BRS Jari foram sulaset@mparando-se os valores
obtidos das amostras processadas com seu cointnodéura correspondente de acordo

com a Equacao 2:

Retencao (%) = Conc. Carotendides nas raizesgmadas 100 (2)

Conc. Carotendides nas raizesatura

A eficiéncia da micelarizacdo (bioacessibilidade)cdrotendides totais e e
caroteno nas amostras foi obtida a partir dos tedoes da quantificacdo dos
carotendides na amostra antes de ser submetidaoaespo de digestdo e apds o
processo de digestao ou seja, quantificacdo dadnacelar de acordo com a Equacao

3 (OOMEN et al, 2003):

Eficiéncia de micelizagéo (%) _B{carotenokraczo micela 100 (3)

B-carotenolvandioca

4.9. Preparacao do padrao d@-caroteno

Um dos desafios na andlise de carotendides derdabseeside na obtencdo de
padrbes cromatograficos, com alto grau de puremaguantidades satisfatorias e com
um baixo custo na producdo, além da sua apropr@geservacdo. Os padrdes

comerciais muitas das vezes, ao chegar no labmragmabam por se degradar
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facilmente, devido a sensibilidade dos carotergmdatores fisicos e quimicos, tais
como a luz, temperaturas elevadas, oxigenacdo euatres, que podem resultar em
comprometimento dos resultados analiticos obtidos sua aplicacdo (PACHECO,
2009). Portanto uma das formas de minimizar estdsigmas € a obtencao dos padrdes
analiticos a partir de fonte vegetal em escalar&boal, como foi aplicada no presente

trabalho.

4.9.1. Obtencéo do padrao cromatografico d§-caroteno

O padrdao cromatografico d&caroteno foi obtido das proprias amostras de
mandioca amarela BRS Jari, utilizadas no preseatt@lho. Aproximadamente 35 g de
mandioca foram usadas para extracdo dos carotend@acordo com o procedimento
4.5. O extrato etéreo obtido contendo os caroteséfdi aplicado em coluna aberta
contendo celite e Oxido de magnésio (1:1), para prgseparacdo. A fracao
representativa dg3—caroteno foi coletada e seca sob fluxo dg Bm seguida,
ressuspensa com acetona e separada por CLAE usamdoétodo isocratico (55%
metanol e 45% de éter metil terc-butilico; fluxo @&8mL/min; 25 uL de injecdo e
coluna Gy YCM Carotenoid S-3 4,6 mm x 250 mm da Waters de faversa), o pico

do 3—caroteno foi coletado na saida do detector em ang@Vidro (Figura 15).
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Extragdo com acetona: éter
de petréleo (1:1).

Aplicacéo do extrato em coluna abertg
(35¢; contendo celite e 6xido de magnésio (1:[).

Fracdo d@- caroteno, separada por CLAE/
PDA: coluna de fase reversg,@MC®,
eluicéo isocréatica metanol e éter metil t;

butilico a 0,8 mL/mi.

Nas fracdes coletadas: solvente evaporado sob fluxc?nalise por CLAE para

de N e ressuspenso com 10 mL de éter de petrélep. determinar a pureza dz
2 fracdo deBC.

P=—4

Determinacgéo do teor e caroteno por
espectrofotometria UV/VIS em 450nn1.

Obtencéo do padréo @le caroteno.

Figura 15: Diagrama esquematico do procedimento de obtencdmaddio todo-
trans{3-caroteno.

Foram necesséarias 24 injecdes de 25uL com interslaldd min cada. A
concentracdo da solugao padréo foi calculada ca® ha absorbancia a 450 nm e com
o coeficiente de absortividade especifico de 25923 p[3-caroteno em éter de petrdleo

(Equacéo 4).

63



C(ng/mL) = Absx 10* (4)
2592

A pureza do padrdo cromatografico foi determinada GLAE, conforme
descrito anteriormente, em fracdo do extrato cdraga 20 vezes e calculada

conforme a Equacéo 5 abaixo:

Pureza (%) = Arga Pico padr&d 00 (5)
Area Total

A pureza do padrdo dgcaroteno obtido foi maior ou igual a 90%, que é a
minima necessaria para se considerar uma subsg@atidao. A pureza do padrao foi
usada para corrigir concentracdo @lecaroteno no extrato isolado, conforme

apresentado na Equacéao 6 abaixo:

C corrigida (ug/mL) = C (ua/mL} pureza (%) (6)

100

Para conservacdo do padréo, adicionou-se crismisandioxidante BHT a
solugéo, secou-se em ampola sob fluxo gesBlou-se com sistema de macgarico e esta

foi armazenada em freezer a -18 °C até utilizacao.
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4.9.2. Curva de calibracéo

Para a construcdo da curva de calibracdo, imedesmi@mapos a abertura da
ampola, o padrao d&caroteno foi dissolvido em 100 pL de acetona, eamxilio de
agitador vortex. Com pipetadores automaticos a@dps, aliquotas quantitativas
foram obtidas para construcdo da curva de calibrdedsete pontos, em triplicata de
cada concentracao (Tabela 1). As solucdes foramsferadas para vial com redutor de

volume, e analisadas por CLAE (PACHECO, 2009).

Tabelal Concentracdedos sete pontos da curva de calibr..

Ponto da Curva de Aliguota da solucéo de padréo Concentracéo final

calibracéo de B-caroteno (pL) pg/ mL
1 10 0,5
2 30 15
3 50 2,5
4 70 3,5
5 100 5,0
6 130 6,5
7 160 8,0

4.10. Analise da fracdo micelar por microscopia diuorescéncia

A microscopia de fluorescéncia foi aplicada parafiomar a presenca dp-
caroteno emulsionado na fragcdo micelar das amossasiadas. Além disso, nas

andlises de microscopia foi observada a morfoldggestruturas dos carotendides das
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amostras de mandioca amarela BRS Jari cozidaaeefrdtomparada a morfologia de
cristais deg3-caroteno.

Aliquotas da fracdo micelar das amostras de maadio@rela Jari BRS cozida
e frita obtidas apds o processo de digestdo fordomstidas a analise em microscopio
de fluorescéncia convencional com sistema de captalor View XS acoplado em
microscopio Karl-Zeiss (EUA), com filtro GFP—-Axi@wl (excitacdo em 488 nm e
emissdo em 565 nm), com aumento de 400 vezes. liquota de cada amostra de
mandioca foi colocada em um sistema de lamina élame observada no microscopio
nas condi¢cdes acima. Uma amostra de padrédo coinéediacaroteno foi suspendida
em acetona e utilizada como controle para obseovdgsd cristais dgi-caroteno e

comparacao com as amostras de mandioca frita éacapds digestéa vitro.

411 Andlise estatistica

Todos os resultados obtidos foram submetidos asanébtatistica descritiva

para calcular médias aritméticas e desvio padr&),(@mo medidas de centralidade e
de dispersao, respectivamente. Para comparar o#tackss das concentracdes de
carotenoides totaif3-caroteno e isbmerass e a eficiéncia da micelarizacado entre 0s
métodos de preparos das amostras estudadas (neidioatura cozida e frita), foi

realizada analise de varianciané wayANOVA) com medidas repetidas com teste
posterior de Tukey. A determinacéo de significam@adiferenca entre os métodos de
preparo foi obtida pelo teste (t) pareado utilizasd nivel de significancia de p < 0,05.
Todas as analises dos resultados obtidos foranzadat através do programa de

estatistica GraphPad Prim V 4.0 (GraphPad Softvizdué,).
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5. Resultados e Discussao
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5.1. Resultados dos testes preliminares para o procesde digestaan vitro

Para otimizacdo da metodologia foram realizadosnalgestes preliminares e

serdo expostos apenas os resultados mais relevantes

5.1.1. Quantidade de amostra, e aliquota para extcdo dos carotenodides da fracao

micelar

Para verificar a melhor quantidade de amostra auskrada nas analises
durante o procedimento de digesti#o vitro, foram testadas diferentes massas da
amostra (10, 15 e 20 gn natura como testes preliminares. O melhor resultado da
eficiéncia de micelarizacao foi obtido com 15 g)dseeste utilizado nas analises, pois
com 10 g ndo obtevesse leitura da absorbanciatdat@xo espectrofotbmetro na faixa
de 0,2 a 0,8, necesséaria para haver quantific&gdguanto que com, massa maior do
que 15 g, ndo houve boa homogeneizacao dificultanertracdo dos carotendides da
matriz alimentar levando a erros na quantificagé®massas usadas para as amostras
processadas (cozida e frita) foram corrigidas dmdac com o teor de umidade da
amostran naturg de modo que a proporcao agua:solventes orgadeestracao fosse
constante. Houve ainda a necessidade de otimizaslwone da aliquota da fracdo
micelar, necessaria para obter absorbéancia ertre 0,8, foram testados os volumes de
10, 20 e 30 mL e os melhores resultados foram abtam uma aliquota de 30 mL
para a extracdo dos carotenoides da fracdo micetarvalores de absorbancia dentro

da faixa necessaria para quantificacdo dos cardeno
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5.1.2. Tipo, quantidade (%) e pureza da fonte lipida usada no processo de

digestaoin vitro

Para a correta preparacado das amostras parastadigevitro foi observada a
necessidade da adicdo de um 06leo nas amostraseooes teduzidos de lipidios, afim
de permitir a formacdo das micelas e micro-emulstiegendo os carotendides. A
escolha do tipo de 6leo de canola ocorreu de acmahoresultados anteriores ja obtidos
pelo grupo de pesquisa do laboratorio de Cromdiagraiquida da Embrapa
Agroindustria de Alimentos e dados da literatur(Het al., 2007). Foi utilizado oleo
de canola refinado por este ndo apresentar qudesdalevantes de carotendides e por
apresentar conteudos elevados de acidos grax@d@donga, especialmente os de 18
C, tais como: acido oléico (C18:1- 53-70%), acitmlBico (C18:2- 15-30%) e acido
linolénico (C18:3- 5- 13%). Os acidos graxos deetdbnga favorecem as interacdes
dos carotendides com os lipidios, favorecendo acbessibilidade.

Huo et al. (2007) investigaram a adicdo de tr@®stide Oleos vegetais
disponiveis no mercado: de soja, de girassol eadela, a fim de determinar qual dos
Oleos proporcionaria maior eficiéncia de micelagézg uma vez que o tamanho da
cadeia e 0 numero de insaturacdes podem afetaredamzacao dos carotendides. Entre
0s Oleos investigados, o 6leo de canola apresenéthor capacidade de emulsificacdo
dos carotendides, promovendo uma maior transfexéas carotendides da matriz do
alimento para as goticulas lipidicas que seriam Igonadas, em funcdo de
propriedades estruturais dos lipidios do 6leo dmwlea Quanto a quantidade de éleo a
ser adicionada, os autores observaram que com /Fod@ 6leo de canola adicionado,

obteve-se eficiéncia na micelarizagdofdoaroteno, enquanto que com o aumento na
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quantidade de Oleo de canola até 2,5% (p/p) hounenudicdo na eficiéncia da
micelarizacdo d@-caroteno.

No presente estudo utilizou-se nas analises desidigin vitro 1% de 6leo de
canola como fonte lipidica, pois foram realizadestds com 3% de 0Oleo de canola,
porém os resultados obtidos ndo foram satisfatbposs observou-se aderéncia na
superficie do tubo de digestdo de uma camada deutys lipidicas, as quais néo
sofreram hidrolise e, com isto, diminuiu a formacde estruturas micelares
promovendo a diminuicdo da eficiéncia da micelgdna

Com o intuito de evitar contaminacfes das amostiasorporacéo de fontes de
erros analiticos que pudessem reduzir a qualidadeebultados obtidos, a pureza do
Oleo de canola, assim como a pureza do Oleo degsejdoi utilizado no processo de
fritura, foram testados através de analises eggetimeétricas e cromatograficas. O
espectro obtido da leitura de uma aliquota de dee@anola (Figura 16B) e de uma
aliquota de 6leo de soja (Figura 16C) foram congmmacom o espectro do extrato
etéreo de mandioca (Figura 16A) contendo os cajmtes. O espectro foi extraido na
faixa de absorbancia paraecaroteno (450 nm) e foi verificado que entre 35868
nm nao houve a presenca da banda caracteristifacdmteno na faixa de 450 nm

como observado no espectro da solucdo etérea d#ignartontendo esse carotenoide.
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Figura 16: Comparacdo dos espectros de absorcédo de luz|vi8b@ a 550 nm),
obtidos dos extratos de mandioca BRS Jari melharea@mp-caroteno
(A), do oleo de canola (B) e do 6leo de soja (@japrerificar a auséncia

dep-caroteno nos 6leos.
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A andlise do 6leo de canola por CLAE certificouuséncia de carotendides,
como apresentado na Figura 17 a auséncia de pioomiograficos caracteristicos do

[-caroteno ou de seus isdmeros.

‘ T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T
5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
Minutes

Figura 17: Analise por CLAE do 6leo de canola, confirmandawséncia deB-

caroteno e seus isbmeros no 6leo de canola.

Estes resultados confirmam dados publicados desjwarotendides do 6leo de
canola, que contribuem para sua coloracdo, sdaddps durante seu processo de
refino que tem como objetivo remover compostos sefweis e padronizar suas
caracteristicas sensoriais. No processo de refiimo ediminados completamente ou
quase completamente os acidos graxos livres, pigmeromo clorofila, xantofilas e

carotendides, aléem de compostos volateis (SHAHDODS).
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5.2. Analise centesimal

A andlise da composicao centesimal das amostreszis de mandioca amarela
BRS Jari permite conhecer os componentes quimiaasatriz, verificando se estes
podem ou ndo afetar as analises posteriores, ezgiakp processo de digest&ovitro.
Os resultados dos teores de umidade, extrato etérepas, nitrogénio e fibras
(realizada apenas nas amostras cozida e frita) detxritos na Tabela 2. Os resultados
sdo semelhantes com os descritos na literaturagoarandioca convencional onde as
raizes apresentam uma composicao meédia de 68,2¥nidade, 2% de cinzas, 1,3% de
proteinas, 0,2% de lipideos e 0,3% de fibras (ALBRIERQUE et al., 1993; NASSAR
et al., 2009). Pequenas diferencas podem ter saioqvidas, entre outros fatores, pelo
processo de melhoramento das amostras de mandioagela analisadas. Aléem da
variacdo nas cultivares, diferentes em épocasateiple colheita, composicédo do solo

e niveis de insolacéo e pluviosidade podem ter pvino as diferencas observadas.

Tabela 2 Composicédo centesimal (g/ 100g) das amostras atedioca BRS Jarin
naturacozida e frita, das trés compostas analisagasS)

Amostra Umidade Cinzas Ext. etéreo  Nitrogénio Fibras

(processo) (médiatDP) (média tDP) (média tDP) (média £DP) (média +DP)

Innatura 68,0 + 0,15 0,8+0,08 0,6 £0,27 0,14 £ 0,02 O

Cozida 73,0+0,31 0,4+0,04 0,5+0,28 0,1080,0 2,4+0,14

Frita 52,4 +0,19 0,7+0,09 11,1+£3,;3 0,16 +£0,033,4+0,01

A partir dos valores de umidade foi realizada sieg@o das massas de amostras

utilizadas em todas as analises. Dessa formapoestde carotendides sao apresentados
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em base seca o que permite a comparacao diret@sldtados obtidos com a amostra
in natura e seus diferentes métodos de preparacao (cozfdtale No entanto para
facilitar a comparacdo dos resultados obtidos resemte trabalho, com estudos ja

reportados na literatura nossos resultados tambt&iun descritos em base Umida.

5.3 Extracao do padrdo dg§-caroteno das raizes da mandioca amarela BRS Jari

No presente estudo o padrdo [ecaroteno utilizado para identificacdo e
quantificacdo dos carotendides das amostras atadisa@le mandioca BRS Jari
melhorada nas formas natura cozida e frita, foi isolado da prépria amostaides de
mandioca BRS Jaiih naturg), aplicando uma abordagem analitica que permigiu d
forma rapida o isolamento do padraoffdearoteno através da técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A aplicacédo da cromatografia liquida de alta eficié resultou no isolamento do
B-caroteno da mandioca BRS Jari melhorada, com purexmatografica de 98,34%
(Figura 18) que o classifica como uma substanaia&oa(pureza > 90%). O espectro de
absorbancia obtido com o detector de arranjo dedioto permitiu a confirmagéo
qualitativa dof3-caroteno que apresenta absor¢do maxima em 45@ mi@terminacao
quantitativa da solucdo de padrdo por espectroftiianna regido do visivel (Figura

18) indicou concentracdo de 1,9¢/mL dep-caroteno.
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Figura 18 Cromatograma do padrdo tottansp-caroteno, indicando a pureza

cromatografica (calculada em 98,34%) e o espeetr@bdor¢cdo UV/Vi:

a. Resultados das Analises dos carotendides antes dogesso de digestam vitro

As amostras de mandioca melhorada apresentararo ¢miao carotendide
presente em sua composi¢a@-oaroteno, tendo o todwans-p-caroteno como forma
predominante e baixos teores (9,78 = 0,91 %) dmeslscis nas amostras natura
(Fig. 19A). Os métodos de cozimento e fritura preemam aumento significativo nos
teores dos isbmeros@s-p-caroteno e 18is-pB-caroteno, os quais foram identificados
através de seus respectivos espectros de absdiigiioma( 20) e de seus tempos de
retencdo nos cromatogramas (Figura 19 B e C).

Os carotendides sdo compostos que se degradanrgtamento térmico,
exposicdo a luz durante o processamento e duramtazenamento prolongado do

alimento, especialmente por oxidagRODRIGUEZ-AMAYA, 1997. Os carotendides
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pro-vitamina A, possuem grande importancia no cdenlza hipovitaminose A e a
investigacao dos alimentos ricos nesse micronuérieguer atencao especial.

As raizes de mandioca ndo sdo consumidasatura Uma vez que o
processamento térmico, comumente utilizado no usoédtico da mandioca, pode
promover degradacdo dos carotendides e influenoisr niveis de retencdo dos
carotendides pro-vitamina A € relevante investagaefeitos de preparacoes tipicas, tais
como o cozimento e a fritura, sobre a retencédo atetendides. Além disso, esses
processos promovem alteracdes na composicdo quéaiozandioca que, por sua vez,
pode alterar a eficiéncia da micelarizacdo e carsggmente a biodisponibilidade dos
carotendides. Dessa forma, os resultados obtidesamalises de teores @ecaroteno
nas amostras de mandioca foram utilizados pararndiei@ a eficiéncia da

micelarizagcdo desse micronutriente.
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Figura 19: Analises por CLAE dos carotendides de raizes dadibea BRS Jariin
natura (A), cozida (B) e frita (C). Detector de arranje tbtodiodos

ajustado a 450 nm.
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Figura 20 Espectros de absor¢do UV/Vis dos picos cromatagsfilos carotendides
de mandioca cru@&pzida e frita, obtidos por detector PDA e as retsyes
estruturas quimicas dos isdmeros de carotenoidegifidados: 9eis-p-

caroteno (A), toddransf-caroteno (B), 13is-p-caroteno (C).
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Os resultados dos teores de carotendides totaes fecdroteno na mandioca
BRS Jari melhorada, para os dois métodos de preparcontrolen natura antes e
apos a digestain vitro estdo apresentados na Tabela 3. O cozimento duaafri
promoveram reducao significativa nos teores de-toaits-p-caroteno e consequente
aumento nos teores dos isdbmerads9e 13¢is desse carotendide. Estas isomerizacdes
estdo diretamente relacionadas com as altas tetuperausadas nos processos de
cozimento e de fritura (BENGTSSON at, 2008). Como pode-se observar na Tabela
3, a fritura foi o método que promoveu maior readug@@s concentracbes de
carotendides totais e ecaroteno nas raizes de mandioca BRS Jari melhoEzda
resultado pode ter ocorrido devido a exposicaorpéeaturas mais elevadas durante o
processo de fritura (180 °C), quando comparado eotemperatura de cozimento
(aproximadamente 121 °C). A maior formacdo de igomeis esta relacionada a
intensidade e duracdo do tratamento térmico. Assaa® de mandioca BRS Jari
melhoradasn natura também apresentaram teores detectaveis de is®oigros quais
podem ser explicados pelo periodo de armazenanpaioqual as amostras foram
submetidas até analise, além de outros fatoresntdui@s andlises que podem ter
promovido a isomerizacao, tais como a iluminacaaegposicao a vapores de acidos no
laboratorio, que contribuem para a isomerizacdo cistendides (RODRIGUEZ-

AMAYA, 2002).
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Tabela 3. Teores de carotenoides totgig/( 100 g), toddransp-caroteno |¢g/ 100 g) e teores totais (1g/100g) de isbmei®em mandioca

amarela BRS Jaim naturg cozida e fritalas trés compostas produzidas 9). Em base seca (BS) e base umida (BU).

Amostras Carotenodides Carotenoides todo-trans-g-caroteno todo-trans-p-caroteno isémeroscistotais isémeroscis totais
Totais Totais (1g/100g BS) (1g/100g BU) (1g/100g BS) (1g/100g BU)
(ug/100g BS)  (ng/100g BU) (média £ DP) (média £ DP) (média £ DP) (média £ DP)

(média £ DP) (média £ DP)

In natura 2973 + 112 944 + 6,6 2341 + 144 743 + 231 290,7 + 0,912 92,4+ 8,97
Cozida 2525 + 205 675 + 52,8 1359 + 163 363 +428 678,7 + 1,04 181,9 + 19,8
Frita 2155 +57,% 1020 + 33,6 1110 + 31,8 525+ 21,5 614,6 + 2,59 291,0 + 29,7

Resultados em uma mesma coluna com letras difesrente sobrescrito apresentam diferenca significatitdOVA; p<0,05).
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As alterag@es estruturais de carotenodides por ispagéo ddrans-carotenoides
paracis-carotenoides durante processamento sao atribaidasnerizacdo geométrica e
enzimatica ou oxidacdo nao-enzimatica (RODRIGUEZAMA, 2002). Essas
alteracdes resultam na degradacéo dos caroterdhid@ste o processamento e também,
como pode ser observado na amostrgaturadurante a sua estocagem, e essas reagdes
aumentam com a destruicdo da estrutura celular afiosentos, aumento da é&rea
superficial, periodo ou severidade das condi¢des pdecessamento, tempo e
temperatura de estocagem, exposicdo a luz e petidadd da embalagem ao
oxigénio. Essas modificagdes promoveram descoloragaalteracdo da atividade
biolégica pro-vitamina A nas raizes de mandioca BRS devido a form&ans do -
caroteno apresentar mais atividade pré-vitamina Auk a formais.

Inimeros estudos indicam que o processo de aquettineva a formacéo de
iIsbmeroscis. Aman et al. (2005) relataram que a exposicéo spenafre ao calor
resultou na isomerizagdo d@-caroteno. Nascimento (2006) em estudo sobre a
influéncia de diferentes processamentos sobreemg@b de-caroteno em raizes de
mandioca observou que a retengédo da mandioca c@gA8aa 82 %) foi a mesma tanto
para of-caroteno total quanto pararans-p-caroteno. Ja na mandioca BRS Jari frita a
retencao foi de 54 a 56% @ecaroteno total e todtvans-p-caroteno, obtendo, portanto
menor retencdo nas amostras fritas. Independenterdenmétodo de processamento
utilizado, a retengdo dos carotendides tende andimile forma proporcional ao tempo
e a temperatura de processamento (RODRIGUES-AMAXAY).

No presente estudo os valores médios de retencatdiatransp-caroteno
variaram de 59% nas amostras cozidas a 48% nadramé#as. Estes resultados s&o
aparentemente menores do que valores reportaddgerstura (de 60% a 85%)

(GAYATHRI et al,, 2004), porem pode ser devido ao fato de que asteamagilizadas
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no presente estudo, em ambos processamentos, tomdas em panela de presséo, e
consequentemente submetidas a uma maior tempefake’C) quando comparadas
aquela do cozimento convencional (100 °C).

Gayathri etal. (2004) observaram que a perdadearoteno na cenoura foi mais
elevada quando cozido sob alta pressao por 102vtb) do que no cozimento simples
em agua (16%), no mesmo intervalo de tempo. PisHgantana (1998) investigou a
retencdo de carotendides totais em cenoura sularesl métodos de cocgéo a vapor
d’agua, coccdo em agua, com e sem alta pressaajesidratacdo convencional. A
retencdo dos carotendides totais apds os diferent@sientos variou de 60 a 85%. A
coccao convencional em agua promoveu 0s maioreemernis de retencdo e
caroteno, quando comparados aos outros métodota fpesia, em trabalhos futuros,
pode ser relevante investigar outras formas deapoegga mandioca amarela BRS Jari
melhorada que resultem em maior retencdo de ttadhs3-caroteno, uma vez que o
cozimento convencional ndo promoveu hidratacdo mandlamento das raizes de
mandioca, que fossem suficientes para torna-laosaimeente adequada ao consumo
humano. No presente trabalho, o cozimento em pafelaressao foi adotado para
permitir a adequagdo das caracteristicas sensaltaiproduto processado. Um dos
motivos que pode justificar a necessidade do ugmdela de presséo para o cozimento
apropriado € que as raizes podem ter sido collsigdés periodo de chuvas o que faz
com que a planta transforme o amido que havia adadopara a producdo de novas
folhas, enrijecendo as raizes. Alternativamentdeper relacdo com a idade da planta
da mandioca, pois raizes velhas sdo mais duramerde mais tempo para cozinhar.
De acordo com resultados encontrados na literadurazimento convencional (100 °C)
em condi¢des controladas de tempo e temperatwanélhor método para reduzir as

perdas d@-caroteno por oxidagao e isomeriza¢ao, aumentammoetencao.
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5.5. Digestaan vitro, eficiéncia da micelarizacéo (bioacessibilidade)

Os resultados obtidos no presente estudo quardaemmes de carotendides

totais, B-caroteno, teores de isOmeros totais e principaknem eficiéncia de

micelarizacdo dtodo-transp-caroteno estéo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Teores de carotendides totajgy{ 100 g), toddrans-caroteno jig/ 100 g), teores totais (ng/100g) de isbmarigse eficiéncia da
micelarizacdo (EM %) do todimans-p-caroteno e carotenodides totais das raizes de owndmarela BRS Jan natura cozida e frita

nas trés amostras compostas produziada®). Resultados em base seca (BS) e base umida (BU

Amostras Carotenodides Carotendides EM de EM de BC-todo- BC-todo- EMdepC EMdepC Isbmeros Isbmeros
Totais Totais Carotendides Carotendides trans trans (% BS) (% BU) cistotais cistotais
(ng/100g BS) (ng/100g BU) Totais Totais (1g/100g BS) (ng/100g BU) média + DP média £ DP (ug/100g  (ng/100g
média £ DP média £ DP (% BS) (% BU) média £ DP média £ DP BS) BU)
média £+ DP média + DP média + DP média + DP

In natura 163,3+4,73 52 + 1,40 5,36 + 0,32 553+0,15 1135+108 36,18+225 4,89+0,19 4,87+0,30 49,9+533 16,02 +3,1%

Cozida 1530+118 41+182  6,03+0232 611+0272 77,1+832 2081+1,88 574+0,98 573+0,522 7561549 20,44 +2,90

Frita 300,0+39,9 143 + 21,7 14,1 +2,2% 141+213 157,5+224 7533+12,2 14,37 +2,44 14,34+2,38 1425+1,18 68,08 49,78

Resultados em uma mesma coluna com letras diferantsobrescrito apresentam diferenca significdOVA; p< 0,05).
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AplOs o0 processo de digestdio vitro observa-se que as concentracdes de
carotendides totais e de tottansp-caroteno na fragcdo micelar foram maiores apés o
processo de fritura da mandioca amarela BRS JdhHonagla, quando comparada ao
cozimento e a amostma natura(Tabela 4). Portanto, apesar da amostra fritadfido
as maiores perdas nos teores de toaios--caroteno, a transferéncia do carotendide
para a fracdo micelar emulsificada foi mais efisazamostra frita. Pode-se supor que as
temperaturas mais altas durante a fritura, assimoca incorporacao dos lipidios do
0leo a mandioca tenham favorecido a transferénmsacdrotendides da amostra para
goticulas de 6leo e em seguida para a fracdo midetmsistentemente, a mandioca
frita também apresentou maior eficiéncia de micadgéo de carotendides totais e todo-
trans-p-caroteno (respectivamente 14,1 + 2,25% e 14,44 %) (Figura 21). A maior
eficiéncia de micelarizacdo observada nos caraleséda mandioca frita, permite
concluir que a fritura aumentou a sua bioacesddile devendo resultar em maior
biodisponibilidade de carotendides pro-vitamina éoasequentemente maior eficiéncia
dessa preparacdo como veiculo da vitamina A.

Os resultados da eficiéncia de micelarizacdo do-t@hsB-caroteno estdo de
acordo com Garret et al. (1999) os quais demostrg@e normalmente menos de 5%
do todetransp-caroteno € liberado da matriz alimentar para po@cao nas micelas
mistas. Por outro lado, ao contrério do espera@lo houve diferenca significativa entre
as amostradn natura e cozida (p > 0,05). Thakkar et al. (2007) estudara
acessibilidade de3-caroteno de dez cultivares de mandioca em modelwitro
verificando que a eficiéncia da micelarizagdo aumemapos o processo de cozimento.
A aparente inconsisténcia com dados da literatode ger explicada pela complexidade
de homogeniza¢gdo da mandioca cozida para o prodesdigestdo. A amostra de raizes

de mandioca cozida apresentou-se como uma masddiakdispersdo nos fluidos



digestivos, possivelmente como resultado da higéatado amido, que dificultou a
liberacdo dos carotendides para a fracdo micelewne isto resultou em uma baixa
eficiéncia de micelarizacdo de carotendides towislo todowansp-caroteno. A
formacdo de complexos amorfos com inclusdes detesadmles foi observada por
microscopia de fluorescéncia somente na amostidasozmo sera discutido na Secao
5.6 A formacdo desses complexos supra-moleculacele per promovido menor

eficiéncia de micelarizacdo dos carotendides.
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Figura 21: Eficiéncia de micelarizacdo d&Caroteno (%) das raizes de mandioca
amarela BRS Jaiih naturg cozida e frita das trés amostras compostas
produzidas (n=9) apos digestaovitro. *, diferente significativamente da
amostra fritaP < 0,001 (ANOVA com medidas repetidas).

Os métodos de preparo de cozimento e fritura doseatos e a mastigacao
facilitam a liberacdo dos carotendides da matrimeaitar, pelo rompimento das
ligacbes com proteinas, amido entre outros compaitosua parede celuldtornero-
Méndez, et al. (2007) relatam que os métodos deapredos alimentos e a interacao

com lipidios (6leos e gorduras) sdo fatores lini@anpara determinar a fracdo de
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carotendides, que sera extraida da matriz alimgraea ser incorporada nas micelas
mistas e assim estarem acessiveis para absoreabnat.

Diversos trabalhos na literatura reportam que no&tode preparo como
cozimento e a fritura favorecem a liberacdo do twdosp-caroteno da matriz
alimentar promovendo a sua bioacessibilidade (HER®MRDIAS & VANBERG,
2002; LIU et al., 2004; THAKKAR et al., 2007). Ogmessamento térmico aumenta a
biodisponibilidade dos carotendides, em comparag# vegetais frescos e se deve,
provavelmente, a desnaturacdo de complexos cardéepiteina, favorecendo a sua
absorcéo. Sabe-se, por exemplo, que, em individdoisos, a absorcédo de licopeno do
suco de tomate processado aquecido por 1 horaegicGup do licopeno de suco néao
processado termicamente (RYAN, 2008).

Os carotenoides séo lipossoluveis e sdo absorvatnsgeral, de maneira se-
melhante aos demais lipidios da dieta. Desta fon®egssitam da formacédo de micelas
na luz intestinal para garantir sua solubilizagdortanto, a presenca de fatores que
interferem na formac&o das micelas podem influenwaabsor¢cdo dos carotendides.
Dimitrov et al. (1998) demonstraram que a absomég-caroteno é afetada pela
concentracdo de gordura da dieta. Os voluntari@s rqueberam dieta hiperlipidica
apresentaram elevacao significativa na concentrplgimatica dg-caroteno quando
comparados aos individuos que receberam uma dpetipidica.

Existe necessidade de uma fonte lipidica no procgedigestdo e absorcao de
carotendides, pois a formacdo das micelas mistiepéndente da presenca de gordura
no intestino, ou seja, a co-ingestdo de gordura caratendides na dieta € um fator
crucial para uma eficiente micelarizacdo dos cadtees (STAHL et al.,, 2002). A
elevada lipossolubilidade dos carotendides faz gamsua absorcdo seja estritamente

dependente da formagdo das micelas mistas e, e@mrdemqente, da presenca de
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lipidios na dieta, necessarios para estimular aes@c de sais biliares e da lipase
pancreatica, responsaveis pela formacédo destasami®r isso houve necessidade da
de se adicionar 1% de 6leo de canola as amostifaaixtes teores de gordura (mandioca
in naturae cozida). De acordo com Huo et al. (2007) coma gssntidade de 6leo foi
possivel obter micelarizacao satisfatéria dos eadtles e foi suficiente para permitir
que houvesse hidrolise completa dos triglicerideosua emulsificacdo pelos sais
biliares durante o processo de digestdovitro. Portanto, a adicdo de lipidios a
mandioca aumenta a eficiéncia da transferénciacdimendides da mandioca para as
micelas mistas, como ocorie vivo, favorecendo a absorcédo fleCaroteno (HOF et.
al., 2000).

No presente estudo o perfil cromatografico do tvdos-p-caroteno e dos seus
isbmeros xis e 13¢is-pB-caroteno se manteve estavel apos 0 processo dstabhy
vitro (Figura 22). No entanto, os dados obtidos na Ba#demostram que houve um
aumento nos teores de isbmec@squando comparados as amostras antes do processo
de digestéo. Essa isomerizacdo observada durangestaan vitro pode ser resultado
da maior exposicdo dos carotendides a fatores gladbcdo que levam a formacéo de
isbmeroscis, tais como, ambientes mais &acidos e variacbesHddypante os ajustes
necessarios para adequacdo das fases gastricasenalt temperaturas superiores a
temperatura ambiente (25°C) e maior exposicao @ lap oxigénio do ar durante a
digestdo e as analises, séo alguns dos fatorgsogieen ter contribuido para o aumento

dos teores de isdbmeross apos 0 processo de digestao.
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Figura 22: Cromatogramas dos carotenoides da fracdo micetaraitzes de mandioca

amarela BRS Jari melhoraghanatura (A), cozida (B) e frita (C), obtidos

apos o processo de digestawitro.
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5.6. Caracterizagdo microscopica da fragdo micelar

Séaoescassos na literatura estudos relacionados aerdacao dos carotendides
incorporados na fracdo micelar apds a digestaatro. Na maior parte dos trabalhos
publicados, a investigacdo da bioacessibilidadecal®tendides se baseia em sua
quantificacdo por CLAE na fracdo micelar. No préseestudo a analise por
microscopia de fluorescéncia da fracdo micelar atasstras de mandioca BRS Jari
amarela cozidas e fritas foi realizada com a fitzle de confirmar a presenca dos
carotendides emulsionados e observar a estruturacia-emulséo.

As micelas mistas apresentam forma discoide, di@dnsgiroximado de 4 a 60
nm e séo constituidas de lipidios hidrofébicos ados por uma monocamada externa
de lipidios anfipaticos, especialmente sais bigdONEKURA & NAGAO, 2007).
Nas condicbes da analise pdde-se observar contguicelulares que manifestem
autofluorescéncia, como por exempl@-ocaroteno. Os carotendides ao serem excitados
por uma luz de comprimento de onda curto, emitezndiel um comprimento de onda
maior e por serem substancias croméforas floresrerdeterminados comprimentos de
excitacdo, como op-caroteno que fluoresce com excitacdo de 488-514 nm
(KLEINEGRIS et al., 2010)O reduzido diametro das micelas mistas inviabitma
observacdo em microscopios Opticos. Desta formatuito dessa analise foi observar
estruturas maiores, nas quais houvesse a presemeaadendides fluorescentes

Na Figura 23 podem ser observadas as imagens &fitgg da microscopia de
fluorescéncia das amostras da fracdo micelar daliomnBRS Jari frita e cozida apos
digestdo, em comparacdo com amostra de padrecdmteno (controle). Observa-se
claramente diversas estruturas cristalinas fluerges no controle, em contraste com as
amostras da fracdo micelar da mandioca cozida ta, fEs quais apresentaram
fluorescéncia em estruturas diversas e ndo-crisgliObservam-se estruturas esféricas
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de diametros variados, indicando a presenca de miti@emulsdo, de fase dispersa
lipidica as quais apresentaram fluorescéncia vieodeomprimento de onda especifico
para op-caroteno, indicando que o carotendide apresentarsdsionado na fracao
micelar das amostras de mandioca BRS Jari cofiita.e

Na imagem microscopica obtida da fracdo micelandadioca cozida, além das
micro-esferas fluorescentes observam-se pontotudee$céncia verde, caracteristicos
do B-caroteno, envolvidos em uma estrutura supra-mt@e@morfa e complexa que
apresenta morfologia compativel com a de géis ddamossivelmente resultante do
processo de coccdo em agua mais prolongado nesparggdo. A presenca desses
complexos agregados que aprisionarafitaaroteno € consistente com o resultado da
eficiéncia de micelarizacdo dbcaroteno na mandioca cozida que, em contraste com

dados da literatura, nao foi diferente da mandiocatura
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Figura 23: Microscopia de fluorescéncia: (A) imagem contraliéezando padréo dg-
caroteno; (B) imagem da fracdo micelar da mandiota contendo B3-
caroteno; (C) imagem da fracdo micelar da mandtozé&da contendo 8-

caroteno. Barra de resolugcédo 50um.
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Esses resultados preliminares sobre a caractevizieciacao micelar rica efia
caroteno das amostras de mandioca fornecem dadidonads quanto a
bioacessibilidade d@-caroteno da mandioca amarela BRS Jari melhorada ap
cozimento e a fritura. Embora néo tenha sido pebksibservar as micelas mistas, em
funcdo de atributos da técnica de microscopia yspdde-se observar importantes
diferencas entre os processamentos empregado$orqne consistentes com os dados
quantitativos de eficiéncia de micelarizacad3emaroteno. Além disso, pode-se afirmar
que aposo processo de digesi@iovitro os carotendides da fracdo micelar néo
apresentam-se em estruturas cristalinas, o quen8istente com a sua elevada

bioacessibilidade dos carotendides nessa fracéo.
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6. Conclusodes
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O preparo da mandioca amarela BRS Jari melhoradaozimento em panela
de pressdao e por fritura, promoveu perdas de t@ahs-3-caroteno,

especialmente por isomerizacdo para foromms

O modelo de digestéa vitro foi apropriado para investigar a bioacessibilidade
do B-caroteno da mandioca amarela BRS Jari melhoradéyrone analises por

cromatografia (CLAE) e por microscopia de fluoresga.

O meétodo de fritura das raizes de mandioca apsenaior eficiéncia na
micelarizacdo do todtrans[3-caroteno, promovendo assim um aumento da
bioacessibilidade do todoans[3-caroteno, possivelmente pela temperatura
mais elevada, que contribui para desfazer integacéeoteno-proteinas, e pela

incorporacdo de maiores quantidades de lipidioaasta.

A formacdo de complexos de inclusdo de carotendides estruturas

supramoleculares amorfas provavelmente explica @acbssibilidade

relativamente baixa do todoans-3-caroteno na mandioca cozida.
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