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Resumo — O melhoramento de alimentos, através da biofortificagdo com f-caroteno, é uma estratégia
auxiliar no combate a deficiéncia de vitamina A. A mandioca é uma das culturas alimentares mais
consumidas e produzidas nos paises em desenvolvimento, onde ha &reas endémicas de hipovitaminose
A, 0 que motiva o melhoramento das raizes com B-caroteno. No entanto a eficécia desta técnica
depende da bioacessibilidade desse carotendides prd-vitamina, que é o fator limitante para sua
biodisponibilidade. O objetivo deste estudo é investigar a bioacessibilidade in vitro de p-caroteno de
raizes de mandioca amarela Jari BRS melhorada, apds 0s processos de cozimento e fritura. As raizes
de mandioca na forma in natura, cozida e frita foram submetidas & anlise de digestéo in vitro, para
em seguida determinar a eficiéncia da micelarizacdo. A composicdo de carotendides antes e apds o
processo de digestdo in vitro foi analisada por CLAE (em coluna Cz) e os teores de carotenoides totais
foram determinados por espectrofotometria a 450 nm. A bioacessibilidade foi favorecida,
especialmente no processo de fritura que apresentou maior eficiéncia micelar para carotendides totais
e todo-trans-p-caroteno (respectivamente 14,1 + 22% e 144 + 24 %). Possivelmente pela
temperatura mais elevada, que contribui para desfazer interacfes caroteno-proteinas, e pela
incorporacgdo de maiores quantidades de lipidios & amostra.
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Abstract — Food improvement through biofortification with B-carotene is used as strategy to fight
vitamin A deficiency. Cassava is a crop highly produced and consumed in developing countries, in
areas with endemic vitamin A deficiency, which motivates the improvement of the roots with B-
carotene. However, the effectiveness of this technique depends on the bioaccessibility of this pro-
vitamin A carotenoid, which is the limiting factor for its bioavailability. The aim of the present study
was to investigate the in vitro bioaccessibility of p-carotene from improved yellow cassava roots Jari
after processing through boiling and frying. Uncooked cassava roots, used as controls, and boiled and
fried cassava roots were subjected to in vitro digestion, and then the micellarization efficiency was
determined. The composition of carotenoids before and after the process of in vitro digestion was
analyzed by HPLC (on a C30 column), and the total contents of carotenoids were determined by
spectrophotometry at 450 nm. The bioaccessibility was favored by the thermal processes evaluated,
especially in the fried cassavas, which presented the highest efficiency of micellarization of total
carotenoids and of all-trans p-carotene (14.1 + 2.2% and 14.4 = 2.4%, respectively). The higher
bioacessibility of carotenoids in the fried cassava could be attributed to two main factors, the higher
temperature might have released more effectively carotenoids from caroteno-proteins, and also the
incorporation of lipids in the sample increased the transference of carotenes to micelles.
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Introducéo

A deficiéncia de vitamina A é um dos principais problemas de caréncia nutricional de impacto
na salde publica, causando inimeras doengas como cegueira noturna e xeroftalmia, além de morte
prematura em bebés (RODRIGUEZ-AMAYA, 2008). Essa deficiéncia nutricional atinge em especial
paises em desenvolvimento em todo o mundo, especialmente na Africa, Sudeste da Asia, e nas
Américas, onde a prevaléncia de hipovitaminose A é de aproximadamente 20% (OMS, 2009). A
biofortificacdo de alimentos é uma estratégia alternativa no combate a hipovitaminose A, e visa elevar
os teores de B-caroteno em alimentos tipicamente consumidos por grupos de risco de deficiéncia de
vitamina A (WELCH, 2002). A mandioca é nativa da América tropical e é uma das culturas
alimentares mais consumidas e produzidas nos paises em desenvolvimento, porém apresenta baixos
teores de carotenoides pro-vitamina A em suas raizes comestiveis (FAO, 2000). No entanto, o
aumento na ingestdo de P-caroteno, promovido pelo aumento de seus teores em cultivares de
alimentos especificos, ndo é suficiente para garantir sua eficacia na reducdo da prevaléncia de
hipovitaminose A. E preciso garantir que o B-caroteno esteja biodisponivel e, dessa forma, que seja
absorvido em quantidades suficientes para atender a demanda fisiologica. A biodisponibilidade dos
carotendides € um processo complexo e dependente de diversos fatores intrinsecos do alimento e
fatores fisiol6gicos, que estdo correlacionados e atuam desde a ingestdo do alimento rico no
carotendide pro-vitamina A, até sua conversdo a retinol. Considera-se limitante para a
biodisponibilidade de carotendides sua transferéncia dos alimentos para micelas mistas. Esses fatores
podem ser investigados em sistemas de digestao in vitro que simulam a digestdo humana e denomina-
se bioacessibilidade (TAKKAR, 2009). O processamento doméstico dos alimentos, através do
cozimento ou da fritura, pode aumentar a bioacessibilidade de carotendides pré-vitamina A, no entanto
pode promover simultaneamente perdas de carotenoides, por oxidacao ou isomeriza¢do (RUEL, 2001).
A eficacia do uso da mandioca amarela Jari BRS melhorada como veiculo de suplementacdo de
vitamina A depende da bioacessibilidade dessa prd-vitamina A. Apesar dos processos de cozimento e
fritura serem comumente aplicados a mandioca para consumo humano, ainda ndo foi investigada a
influéncia desses processos sobre a bioacessibilidade do -caroteno nas raizes da mandioca estudada.
Dessa forma, o objetivo desse estudo foi investigar a eficiéncia da micelarizacdo do f-caroteno na
mandioca amarela Jari BRS melhorada apds os processos de cozimento e fritura, como indicador da
bioacessibilidade desse carotentide neste alimento, de modo a contribuir para melhorar as estratégias
de combate a hipovitaminose A.

Material e Métodos

Material

As raizes de mandioca amarela Jari BRS melhorada fazem parte do projeto BioFORT e foram
cultivadas e fornecidas pela Embrapa Tabuleiros Costeiros — Aracaju/ SE. A colheita ocorreu ap6s 12
meses de plantio, os experimentos foram realizados no Laboratério de Cromatografia Liquida na
Embrapa Agroindustria de Alimentos, acreditado pelo Inmetro para os ensaios de carotendides. Todos
0s solventes organicos utilizados nos experimentos foram de grau cromatografico e durante todo o
estudo foi utilizada agua ultrapura (Milli-Q).

Preparacdo da amostra

As raizes de mandioca amarela Jari BRS melhorada, foram descascadas e quarteadas
longitudinalmente, de uma extremidade a outra da raiz e foram cortadas em cubos. O cozimento foi
realizado em panela de pressdo por 45 min apds ebulicdo. Para o processo de fritura, as raizes de
mandioca foram cozidas da mesma forma por 30 min, a agua foi drenada, as amostras foram resfriadas
e levadas a fritura em 6leo de soja a 180 °C por 8 min. Em seguida, as amostras (in natura, cozida e
frita) foram separadamente trituradas em moinho (IKA® A11l, Alemanha), para homogeneizagio,



seguida de armazenagem em embalagens metalizadas em atmosfera, purgadas com N, e refrigeradas a
4° C até andlises.

Extracdo dos carotenodides das amostras de mandioca amarela Jari, antes do processo de
digestéo in vitro

A extracdo dos carotenoides das amostras de mandioca in natura, cozida e frita antes do
processo de digestdo in vitro foi realizada com maceracao das amostras, utilizando celite e acetona. O
extrato obtido foi transferido, quantitativamente, para funil de separacdo, contendo éter de petrdleo e
lavado com aproximadamente 300 mL de agua ultra-pura (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001) e levado
para as analises cromatograficas.

Digestao in vitro

Nas amostras in natura e cozida foi adicionado 1% (p/p) de 6leo de canola. Em seguida as
amostras de mandioca in natura, cozida e frita foram pesadas, em tubo de polipropileno. O processo
de digestéo in vitro teve inicio pela simulacéo da etapa oral onde foram adicionados 7 mL de solugdo
contendo a-amilase, mucina e uma mistura de sais, conforme descrito por Oomen et al. (2003). As
amostras foram seladas em atmosfera de N,, homogeneizadas e colocadas sob agitagdo em banho
orbital a 37 °C e 60 rpm por 10 min. Na fase gastrica da digestdo adicionou-se solucdo de sais (120
mM NaCl, 6 mM CacCl, e 5 mM KCI). O pH foi ajustado para 2,5 £ 0,1 com HCI 1 mM, em seguida
adicionou-se 2 mL de pepsina estoque (40 mg/mL 100 mM HCI) em cada tubo e estes foram
incubados novamente por 1 h (37 °C; 60 rpm de agitacdo orbital). A Simulacdo da fase intestinal da
digestdo se deu pelo ajuste do pH para 6,0 = 0,1 com NaHCO;, seguido da adi¢do de 3 mL de solugéo
estoque de extrato de bile (40 mg extrato de bile/ mL e 100 mM NaHCOs3) e 2 mL de solucdo estoque
de pancreatina-lipase (10 mg de pancreatina + 5 mg lipase/ mL 100 mM NaHCOs3) e novo ajuste de
pH para 6,5 + 0,2 com NaOH 1M. Os tubos foram selados em atmosfera de N, e incubados novamente
no banho com agitagdo orbital por 2 h (FAILLA M. L. & CHITCHUMROONCHOKCHALI, 2005). No
final da simulacéo da fase intestinal da digestdo, a fragdo micelar foi separada por centrifugacéo (5000
xg, 4 °C/ 45 min).

Extracdo dos carotendides da fragdo micelar

Os carotenoides da fragdo micelar, os quais estdo bioacessiveis nas condigdes investigadas,
foram extraidos utilizando éter de petroleo, solucdo aquosa de NaCl 10% e solucdo de NaSO4 2%
(FERNANDEZ-GARCIA, MOSQUERA & PEREZ-GALVEZ, 2007). O extrato foi concentrado em
evaporador rotativo e em seguida dissolvido e avolumado em éter de petrdleo, até analise por
cromatografia.

Analises cromatograficas dos carotendides das amostras antes e apds digest&o in vitro

A quantificacdo dos carotenoides totais das amostras foi realizada por espectrofotdmetria, em
comprimento de onda de 450 nm (UV-1800; Shimadzu, Japdo). A separacdo, identificacdo e
quantificagdo do B-caroteno todo-trans e dos isdmeros cis nas amostras analisadas foram realizadas
por CLAE-PDA em coluna de fase reversa Cs, (Pacheco, 2009). A quantificacdo dos carotendides foi
feita por padronizagdo externa, através de curva de calibragdo de padrdo de B-caroteno isolado da
mandioca. A eficiéncia da micelarizagdo (bioacessibilidade) de carotendides totais e do -caroteno nas
amostras foi calculada a partir dos teores de carotendides nas amostras digeridas em comparac¢ao aos
seus respectivos teores nas amostras ndo-digeridas (OOMEN, 2003).

Analise estatistica

Para a andlise de estatistica descritiva, foram calculados médias aritméticas e desvios-padrdo
(DP), como medidas de centralidade e de dispersao, respectivamente. Os resultados foram tratados por
andlise de variancia (one-way ANOVA) com medidas repetidas com teste posterior de Tukey. A
determinacdo de significancia da diferenca entre os métodos de preparo foi obtida pelo teste (t)



pareado utilizando-se nivel de significancia de p< 0,05. Todas as analises dos resultados obtidos foram
realizadas através do programa de estatistica GraphPad Prim V 4.0 (GraphPad Software, EUA).

Resultados e Discussao

Digestéo In vitro, eficiéncia da micelarizagdo (bioacessibilidade)

As amostras de mandioca amarela Jari BRS apresentaram como Unico carotendide presente
em sua composicao o todo-trans-p-caroteno e suas formas isoméricas 9-cis e 13-cis-p-caroteno (Figura
1). A mandioca Jari ndo digerida apresentou elevados teores (ug/100g; média + DP) de carotendides
totais e todo-trans-p-caroteno, respectivamente: in natura, 944 + 6,6 e 743 + 23,1; cozida, 675 + 52 e
363 + 42,5; frita, 1020 + 33 e 525 + 21,2. Apds o processo de digestdo in vitro observa-se que a
mandioca amarela Jari BRS frita apresentou as maiores concentragfes de carotendides totais e de todo-

trans-p-caroteno na fragcdo micelar, em comparacgao as amostras cozida e in natura (Tabela 1).
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Figura 1. Cromatogramas da fracdo micelar
das amostras de mandioca in natura (A),
cozida (B) e frita(C), ap6s o processo de
digestdo in vitro. Identidade dos picos
cromatograficos: (1) 13-cis-p-caroteno, (2)
todo-tran- B-caroteno, (3) e 9-cis-p-caroteno.

Tabela 1. Teores de carotendides totais (ug/ 100 g) e eficiéncia da micelarizacdo (EM %) do -

Amostras  Carotendides Totais EM de Carotenbides  pC-todo-trans EM de BC
(ng/100g) Totais (ng/100g) (%)

média £ DP (%) média £ DP média £ DP média £ DP

In natura 52+1,40° 553+0,15° 36,18 +2,25° 4,87+0,30°

Cozida 41+1,82° 6,11+0,272 20,81 +1,88° 5,73+0,522

Frita 143 +21,7° 14,1 +213" 75,33 +12,2° 14,34+2 33"

BRS in natura, cozida e frita (n=9).

caroteno
das
raizes de
mandioc
a
amarela
Jari

Resultados em uma mesma coluna com letras diferentes no sobrescrito apresentam diferenca significativa (ANOVA,;

p< 0,05). Resultados expressos em base Umida.

Apesar da amostra frita ter sofrido as maiores perdas nos teores de todo-trans-f3-caroteno, a
transferéncia do carotendide para a fragdo micelar emulsificada foi mais eficaz na amostra frita. Pode-



se supor que as temperaturas mais altas durante a fritura, assim como a incorporacao dos lipidios do
6leo & mandioca tenham favorecido a transferéncia dos carotendides da amostra para goticulas de éleo
e em seguida para a fragdo micelar. Consistentemente, a mandioca frita também apresentou maior
eficiéncia de micelarizacdo de carotendides totais e todo-trans-p-caroteno (respectivamente 14,1 +
2,25% e 14,4 £ 2,44 %). Por outro lado, ao contrario do esperado, ndo houve diferenca significativa
entre as amostras in natura e cozida (p> 0,05), que pode ser explicado pela complexidade de
homogenizac¢do da mandioca cozida no processo de digestdo. Em funcéo da hidratacdo do amido, as
raizes de mandioca cozida apresentaram-se como uma massa de dificil dispersdo nos fluidos
digestivos, que possivelmente resultou em baixa eficiéncia de micelarizagdo dos carotenoides.

Concluséao

O método de preparo e a adi¢do de lipidios sdo fatores limitantes na bioacessibilidade do B-
caroteno. A maior eficiéncia de micelarizagdo observada nos carotendides da mandioca amarela Jari
BRS melhorada frita, permite concluir ainda, que a fritura aumentou a sua bioacessibilidade devendo
resultar em maior biodisponibilidade de carotendides pré-vitamina A e conseqglientemente maior
eficacia dessa preparagdo como veiculo da vitamina A.
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