MUDANCAS NOS TEORES DE ALFA E BETA CARCTENO EM OLEO DE DENDE DU-
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Com o objetivo da avaliar o efeito do armazenamento
na composicdo dos estereoisdmeros e nos teores de
alfa e beta carotenc de dleo de dendé bruto, prove-
niente do Rio Grande do Norte e de Sleo de denda re
finado adquirido mum supermercado de S3c Paulo, a-
mostras foram armazenadas a temperatura ambiente
(26°C) durante 90 dias. Com o armazenamento nio fo-
ram observadas mudangas qualitativas nos estereoisd
meros de alfa e beta caroteno. No entanto, ao fi-
nal do experimento, foram cbservadas perdas nos to-
tais de alfa e beta caroteno do Sleo de dendé bru-
to (0,51 e 12,70%, respectivemente). O dleo de den-
de refinado apresentou perdas de 19,76% e 20,91% ,
respectivamente no alfa e beta caroteno total. Es-
tas perdas provocaram diminuigdc dos teores de vi-
tamina A, de 8,53% no dlec brutc e de 17,89% no o-
leo refinado.

1 INTRODUGHKO

Os carotendides representam o mais amplo grupc de plgmentos que
ocorre na natureza. Estdo presentes nos tecidos fotossintéticos
e ndo fotossintéticos como raizes, sementes, frutas e esporadi-
camente em fungos e bactérias (25).

A atividade v1tam1nlca A dos carctendides, é de grande impor-
tan01a para os paises em desenvolvimento, onde sua deficiéncia
é considerada um dos graves problemas (1, 21, 26). No Nordeste
brasileiro foram realizados diversos lnquerltos, principalmente
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com pré-escolares, tendo sido constatade que naguela regido a
hipovitaminose A é um problema de saide piblica, tendo se torna-
do tao grave a ponto de ter sido necessaria intervengao através
da utilizacao de deoses macigas de vitamina A, em forma de medi-
camento aquela populagao (7, 11, 23, 24).

0s carotendides desempenham papel de fundamental importdncia na
nutrigao, pois sdo precursores de vitamina A. Dos cerca de 500
carotendides conhecidos apenas 10% apresentam atividade vitami-
nica, sendo o beta caroteno ¢ mais importante destes, pois apre-
senta 100% de atividade (2). Desde 1967 a FAO/OMS (14), recomen-
da gque seja utilizada a expressao Equivalente de Retinol para
demonstrar o teor de vitamina A dos alimentos.

Dados da literatura mostram que o valor de vitamina A dos ali-
mentos de origem vegetal, é de maneira geral calculado pelo con-
tetdo total de carotendides, dosados no comprimentc de onda do
beta caroteno.

Este procedimento leva a grandes discrepancias quanto ao real va
lor dessa vitamina nos alimentos, tendo em vista que muitos dos
carotendides nao sao precursores de vitamina A, além do que ge-
ralmente ocorrem esterecisdmeros cujo potencial vitaminico & sen
sivelmente menor do que o do beta caroteno (17, 21).

Com relagdo ao dleo de dendé, de grande potencial vitaminiceo A,
os dados encontrados geralmente sdo expressos em carotendides to
tais, quando se sabe que eles possuem gquantidades expressivas de
alfa e beta caroteno (13, 28). Poucos trabalhos tém abordado a
ocorréncia de estereoisdomeros no dleo de dende (10, 15, 26, 28).

0 6leo da palmeira Elaeis guineensis, é conhecido no Brasil como
6leo ou azeite de dendé, o gqual é extraido da polpa do fruto do
dendezeiro e se caracteriza por uma coloragdo gue vai do amarelo
ao vermelho, devido a presenga de grandes quantidades de carote-
ndides. As variedades mais cultivadas no Brasil sdo a dura,a te-
nera e psifera, as quais sao diferenciadas pela espessura da cas
ca da semente. A variedade mais utilizada comercialmente é a te-
nera, produto do cruzamentc das variedades dura x psifera (8,22,
28).

Os carotendides si3o mais estaveis em sistemas que contenham um

minimo de oxigénio. As vdrias duplas ligacgSes dos carotendides es-
tdo sujeitas a oxidagdo podendo ser catalisadas pela luz, ague-
cimento, presenca de peroxidos e metais. A isomeria cis-trans ,
pode ocorrer especialmente durante os processos gue envolvam a-
quecimento a temperaturas elevadas durante o processamento _ou
ainda durante o armazenamento. No entanto, estas transformagoes
podem ser minimizadas utilizando-se baixas temperaturas ou dimi-
muindo-se o tempo de armazenamento, que pode levar a perdas in-
significantes (25, 26).

Assim, com o fim de avaliar o efeito do armazenamento a tempera-
tura ambiente sobre os estereoisdmercs e os teores de alfa e be-
ta caroteno de dleos de dendé, amostras de dlec bruto e refinado
foram submetidas & estocagem a 26°C, de forma a reproduzir suas
condigbes de comercializag@o e armazenamento em nivel doméstico.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material

As amostras utilizadas no pPresente trabalho, foram constituidas
de 6leos de dend@ bruto, recém produzido no Municipio de Ceara-
Mirim (RN) e dleo refinado adquiride em supermercado de S3o Pau
lo. Esta amostra foi identificada como cleo refinado, devido as
informagGes contidas no rétulo.

As amostras foram acondicionadas em recipientes de vidro trans-
parente e armazenadas a temperatura ambiente (26°C), em prate-.
leiras abertas, expostas as condigdes de iluminagio e temperatu
ra ambiente, de onde foram retiradas aliguotas para analise a
cada 30 dias, durante 90 dias.

2.2 Métodos

0 método analitico utilizado para a determinagdo dos carotendi-
des foi o de RODRIGUEZ, descrito por ALMEIDA E PENTEADO (1), com
algumas modificagdes para ser utilizado com produtos ricos em
lipidies (3, 15, 27). Todas as etapas das analises foram reali-
zadas evitando-se a exposicao dos extratos dos carotendides a
luz direta, através da protegdac com tecido escuro ou papel alu-
minizado e gquando armazenados os extratos foram mantidos em ge-
ladeira ou congelador sob atmosfera de nitrogénio.

As amostras analisadas foram colocadas em banho-maria a + 45°¢,
até que se tornassem liquidos homogéneos. Em seguida, foram pe-
sadas em balanga andlitica e transferidas para erlenmeyers de
250 ml com auxilio de * 50 ml de dter de petréleo, sendo vigo-
rosamente agitadas até a completa dissolugdo do dleo.

C extrato contendo os pigmentos foi submetido & saponificacgdo ,
pela adigdo de 200 ml de uma solugdo metandlica com 50% de KOH
(p/v). A mistura foi colocada em erlenmeyer de 500 ml sob atmos
fera de nitrogénioc e agitada em agitador magnético por aproxima
damente duas horas, protegida da luz e posteriormente deixada
em repouso por mais 10 horas nas mesmas condigdes.

Apds-a etapa de saponificagdo, os pigmentos foram extraidos sob
forte agitagdo, com porgdes de aproximadamente 30 ml de éter de
petrdleo, sendc transferidos pPara um funil de separagdo de 500
ml apds cada extragido, até que a fase metandlica se tornasse in
color. Posteriormente, o extrato etéreo foi lavado sucessivas
vezes com dgua destilada, até que fosse eliminado todo o 4alca-
li. O residuo aquoso foi eliminado pela adigdo de sulfato de sé
dio anidro. Em seguida, procedeu-se a filtragdo do extrato eté-
reo em papel de filtro comum. Caso a solugdo ficasse turva, re-
petia-se a saponificacio por mais duas horas. O extrato conten-
do os pigmentos foi evaporado em evaporador rotatério entre 30
e 35°C, até um volume de aproximadamente 5 ml e aplicado a uma
coluna de vidro de 20 cm de comprimento por 2 cm de difmetro in
terno, empacotada com uma mistura de MgO:hyflosupercel (1:1 e
1:2). Empregou-se como fase mével um gradiente de 1 a 10% de a-
cetona em éter de petrdleo, admitindo um fluxo na coluna de a-
proximadamente 50 gotas por minuto. Das duas fragdes obtidas a
acetona foi removida por lavagens sucessivas com agua destila-
da.

B.CEPPA, Curitiba, v. 11, n. 1, jan./3un.199% 3



Para a separagac dos isOmeros as fracoes obtidas na primeira
cromatografia, foram recromatografadas empregando-se como ad-
sorvente o Ca(OH)2, tendo-se utilizado como fase mével o éter
de petrdleo puro. Para sua identificacglo, as fragdes separadas
foram submetidas a uma varredura na faixa dc comprimento de on-
da compreendido entre 320 a 510 nm. Os picos maximos dos espec-
tros de absorgdo obtidos, foram comparadcs a valores previamen-
te estabelecidos na literatura (4).

Verificou-se também, a ordem de eluigido das fracgdes na coluna,
bem como determinou-se a distancia percorrida por cada fracgaoc a
partir do ponto de aplicagdo na camada delgada de silica gel,
desenvolvida com 3% de metanol em benzeno.

As fragées separadas na coluna de Ca(OH)2, foram submetidas a
reagdo de fotoisomerizagido, apds o registro do espectro, através
da adicao de 3 gotas de uma sclugao de iodo e éter de petroleo,
deixando-as expostas por 5 minutos & luz artificial (29). Os es-
pectros de absorgdo foram comparados antes e depois da isomeri-
zagao, tendo-se procurade verificar a mudanga de configuragao
cis-trans, onde o deslocamento dos picos de absorgdo para com-
primentos de onda menores (hipsccromico), indicavam a forma to
do trans, enquanto que o deslocamento para comprimentos de onda
maiores (batocromico) ou o ndaoc deslocamento, indicava a forma
cis.

Em todos as fragOes isoladas foi realizado o teste para detec-
gd3o de grupos epdxidos, através da exposigdo da placa de croma-
tografia a vapores de HC1l, cuja mudanga de coloragdo de amarelo
para verde ou azul indica a presenca de grupo epoxido.

A quantificac3oc foi realizada partindo-se das absorbancias mé-
ximas de cada carotendide isolade, aplicando-se a Lei de Beer,
e utilizando os valores de absortividade ja tabelados na lite-
ratura (4).

0 valor de vitamina A, foli determinado levando-se em conta as
diferentes atividades bioldgicas das fragodes identificadas (5,
6).

2.2.1 Andlise estatistica

Foi constituida de dois tratamentos distintos. No primeiro, u-
tilizou-se a andlise de varidncia a 1 fator, a fim de verlflcar
se ocorriam diferengas significativas nos teores dos isomeros
detectados nos diversos momentos do experimento, tendo=-se con-
siderado como varidvel dependente os isOmeros e como variavel
independente o tempo de armazenamento. C segundo tratamento .,
procurou verificar as diferengas existentes entre as médias, a-
través do teste de comparagao multipla de Scheffe (9).

3 RESULTADOS E DISCUSSAQ
Nos dleos analisados foram identificados como precursores de vi
tamina A, o alfa e o beta caroteno (Tabela 1). Apds a recroma-

tografia do alfa caroteno em Ca(0H)3, foram isclados cinco is0-
meros, enquanto que da fragéc beta caroteno foram isolados qua-
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TABELA 1 - CARACTERISTICAS DO ALFA E BETA CAROTENO DOS OLEOS DE
DENDE BRUTO E REFINADG

FRAGAQ 1 ALFA CAROTENO

Comprimento de onda em

éter de petrdleo (nm) (418-420)* 439-41  469-474
RF -em camada delgada

de silica gel 0,99

FRAGCAQ 2 BETA CAROTENO

Comprimento de onda em
éter de petrdleo (nm) (423-426)* 443-46  470-473

RF em camada delgada
de silica gel 0,99

* Os valores entre parénteses significam inflexdo no lugar do pico.

tro isdmeros, estando as suas caracteristicas resumidas na Ta-
bela 2.

TABELA 2 - CARACTERISTICAS DOS ISBMEROS DE ALFA E BETA CAROTENO
DOS OLECS DE DENDR BRUTO E REFINADO

FRACED IDENTIFICAGEO ABSORCAC FM ETER REAGAOQ DE FOTO-
DE PETROLEC (rm) ISOMERIZAGED

Isomeros de alfa caroteno

1.1 Neo alfa carotenc U 468-440-417 Cis+
32 Alfa carcteno t-trans 472-443-420 Trans+
1.3 Neo alfa caroteno B 465-438-418 Cis+
1.4 Isdmero 1 a 463-435-413 Cis+
1.5 Istmero 2 b 464~437-414 Cis+

Isdmercs de beta caroteno

2.1 Neo beta caroteno U 468-443-(421)* Cis+
2.2 Beta caroteno t-trans 475-447-(423)* Trans+
2.3 Neo beta caroteno B 466-441-(420)* Cis+
2.4 Outros istmeros c 470-445 - Cis+

* Os valores entrs parénteses significam inflex3c no lugar do pico.
a,b,c = isdmeros ndo identificados.



As fragdes alfa e beta caroteno apds serem recromatografadas
mostraram-se misturas isoméricas, tendo como principal compo-
nente a forma todo trans. As fragoes 1.4 e 1.5 do alfa carote-
no e a fracdo 2.4 do beta caroteno ndo puderam ser identifica-
das. O desenvolvimento destas fragdes na camada delgada de si-
lica, nao demonstrou a presenga de grupos funcionais enguanto

que o teste de fotoisomerizagao realizado indicou a forma cis
(29).

Na Tabela 3 e 4, estao apresentados os teores médiocs de alfa e
beta caroteno total (ug/g) dos dleos bruto e refinado no ini-

cio e final do experimento, além dos percentuais de perdas des
tas fracgoes.

TABELA 3 - MUDANCAS NA COMPOSICAC DAS FRAGOES ALFA E BETA CA-
ROTENO (ug/g) DO GLEO DE DENDE BRUTO E PERCENTUAIS
DE PERDA DECORRENTES DA ESTOCAGEM A TEMPERATURA AM-
BIENTE (26°C) DURANTE 90 DIAS

DIAS 0 90 PERDAS
FRAGOES Média Dp Média DP %
Alfa caroteno 56,66 5,15 56,37 10,63 0,51
Beta caroteno 223,;36% 13,38 194,99 14,72 12,70

= desvio padrao

Pode-se observar que nao ocorreu variagao significativa no teor
de alfa caroteno, correspondendo a perda de 0,51%, que podeter
sido decorrente de pequeno nivel de interconversao 1somer1ca

Com relagao ao beta caroteno pode-se observar variagao esta-
tisticamente significativa (P <0,05) levande a perda de 12,70%
no final do experimentc (Tabela 3) As perdas detectadas na

fragao beta caroteno foram decorrentes das alteragoes sofridas
nos estersoisbmeros neo beta caroteno B e na fragdo 2.4.

Com relagdo as mudangas nos teores médios totais de alfa caro-
teno (pg/g) no dleo de dendé refinado, pode-se constatar na
Tabela 4 que as diminuigdes ocorridas (P <0,05), determinaram
perda de 19,76% no teor desta fragao, tendo 51do decorrente de
alteracoes sofridas nos teores dos estereolsOmeros neo alfa ca
roteno U e no neo alfa caroteno B. Com relagdo a fragao beta
caroteno, observou-se variagdo significativa (P <O, 05) entre o
teor inicial e final acarretando dlmlnulgac de 20,91% no total
médio. Os estereoisdmeros responsdveis por esta variagao foram
o neo beta caroteno U, beta caroteno todc trans, neo beta ca-
roteno B e a fragdo 2.4. Como se pode observar as alteragoes
mais significativas ocorreram no 6leo refinado, podendo ser de
correntes do processo de refino que retira parc1almente a pro-
tegdo natural dos antioxidantes existentes no oleo bruto.
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TABELA 4 - MUDANCAS NA COMPOSICAC DAS FRACOES ALFA E BETA CARO-
TENO (yug/g) DO GLEC DE DENDE REFINADO E PERCENTUAIS
DE PERDA DECORRENTES DA ESTOCAGEM A TEMPERATURA AM-
BIENTE (26°C) DURANTE 90 DIAS

DIAS 0 90 PERDAS
FRAGOES Média DP Média DP $
Alfa caroteno 63,91* 3,32 51,28 2,99 19,76
Beta carotenc 168,80* 5,41 133,50 2,52 20,91

DP = desvio padrao

Em decorréncia da diminui¢o nos teores médios de alfa e beta
caroteno dos dleos estudados, pode-se observar diminuigao no
teor de vitamina A, expresso em Equivalente de Retinol de 8,53%
no Slec brutc e de 17,89% no Gleo refinado.

O tipo de experimento realizado, ndo permite afirmar gqual o me-
canismo que teria ocasionado estas perdas. No entanto, consul-
tando a literatura, verifica-se que diversos sdo os mecanismos
que levam a degradagaoc dos carotendides com atividade bioldgi-
ca. Estas vias vao desde a formagio de expdxidos, degradacao
térmica levando a formagdo de produtos incolores e estereoistme
ros, além da fotodegradagio e da isomerizagdo espontanea ( 12 ,
16, 18, 19, 28).

Considerando o tipo de tratamento empregado, ou seja, armazena-
mentc a temperatura ambiente (26°C), pode-se esperar que a de-
gradagao tenha ocorrido por isomerizacao espontdnea e fotodegra
dagdo. Neste sentido, diversos experimentos tém sido  conduzi-
dos, principalmente com o beta caroteno, a fim de verificar a
sua estabilidade em diversas condigbes de luz e temperatura,ten-
do sido verificada a degradagdo do beta caroteno e formagao de
isbmeros com predominincia da forma todo trans (18, 19, 20).
Pelos resultados obtidos nesses experimentos, observa-se que
pouca ou nenhuma conversio isomérica occorreu. A forma trans do
alfa e beta caroteno foi a principal forma isomérica detectada,
© que estd em consonincia com os resultados do presente traba-
lho.

4 CONCLUSAO

O alfa e o beta caroteno foram os principais precursores de
vitamina A detectados nos dleos de dende bruto e refinado a-
nalisados;

As fragoes alfa e beta caroteno mostraram-se misturas isomé-
ricas nos dleos estudados, sendo as formas todo trans do alfa
e beta caroteno, as principais detectadas;
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Foram detectados nos Oleos analisados os isOmeros neo alfa ca
roteno U, neo alfa caroteno B, neo beta caroteno U & neo beta
caroteno B;

0 armazenamento a 26°C por 90 dias, promoveu pequenas perdas
nos totais médios de alfa e beta caroteno no oleo brutc e re-
finado. 0 dleo refinado sofreu perdas consideravelmente maio-
res do que o G6leo bruto.

Abstract

Crude palm oil from Rio Grande do Norte state, Brazil, and refined palm
0il bought in a market in S3o Paulo, Brazil, were studied with the

objective of evaluating changes in stereochemical composition and total
alfa and beta carotene due to storage at room temperature (26°C) during

90

days. Storage did not produce changes in the kind of alfa and beta

carotene sterecisomers. Storage produced a decrease in the total of alfa
and beta carotene in crude palm oil (0,51 and 12,70% respectively) and

in

total alfa and beta carotene from refined palm oil (19,76 ande 20,91%

respectively). Losses in carotene content produces a decrease in vitamin A
value in crude palm oil (8,53%) and in refined palm oil (17,89%).
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