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Resumo

Com este trabalho determinou-se o teor de carotenoides (a-caroteno, B-caroteno, [3-
criptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina) em amostras compostas recolhidas no
ambito do projeto TDSExposure (Estudo de Dieta Total), principalmente em frutos e

produtos horticolas.

Avaliou-se e comparou-se o teor de carotenoides em amostras de alimentos recolhidos
em diferentes estagfes do ano, utilizando o método analitico que se encontra acreditado
no laboratério de Quimica do INSA pela norma ISO EN 17025 para a determinagéo de
carotenoides em frutos e produtos horticolas. O processo de tratamento das amostras
incluiu passos de extracdo e saponificacdo. A analise dos carotenoides foi feita por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase invertida, com detec¢éo no UV/Visivel a
um comprimento de onda de 473 nm para o licopeno e 450 nm para os restantes
carotenoides.

As analises ao material de referéncia interno permitiram confirmar que o método
analitico nas condicdes utilizadas teve um desempenho adequado.

Para a comparacao dos teores de carotenoides ao longo do ano utilizou-se a Diferenca
Minima Significativa (DMS), calculada a partir da incerteza expandida do resultado da

medicao para um nivel de significancia de 5%.

Os resultados analiticos evidenciaram para algumas matrizes/carotenoides um efeito
sazonal (salada de frutas, laranja, figo seco, meldo, meloa, maca, pera, uva, tomate,
alface, pimento e feijdo-verde, cenoura, nabicas e batata), mas para outras iSso nao

aconteceu (brécolos, grelos e couve-flor).

Os resultados sobre o efeito da sazonalidade no teor de carotenoides nos frutos
mostraram para o B-caroteno uma maior gama de variacdo ao longo do ano (0,0041-
0,38 mg/100 g). Nos produtos horticolas, ao comparar os resultados obtidos na
primavera e verdo, o teor de B-caroteno foi também o mais influenciado pelo efeito da
sazonalidade (0,0035-8,2 mg/100 Q).

Palavras-chave: Sazonalidade, carotenoides, HPLC, frutos, produtos horticolas
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Abstract

Carotenoids (a-carotene, B-carotene, B-cryptoxanthin, lycopene, lutein and zeaxanthin)
were determined in composite samples collected under the TDSExposure (Total Diet

Study Exposure) project, mainly on fruits and products vegetables.

The carotenoid content was evaluated and compared in food samples collected in
different seasons of the year, using the analytical method that is accredited in the
Chemistry Laboratory of INSA by ISO EN 17025 for the determination of carotenoids in
fruits and products vegetables. The sample treatment process included extraction and
saponification steps. Carotenoid analysis was performed by reversed phase high
performance liquid chromatography with UV / Visible detection at a wavelength of 473

nm for lycopene and 450 nm for the remaining carotenoids.

The analyzes of the internal reference material allowed to confirm that the analytical

method under the conditions used had an adequate performance.

For the comparison of carotenoid contents throughout the year, the Significant
Minimum Difference (DMS) was calculated from the expanded uncertainty of the

measurement result at a significance level of 5%.

The analytical results showed for some matrices / carotenoids a seasonal effect (fruit
salad, orange, dried fig, melon, cantaloupe, apple, pear, grape, tomato, lettuce,
peppers and green beans, carrots, turnips and potatoes), but for others this did not
happen (broccoli, greens and cauliflower).

The results on the effect of seasonality on the carotenoid content in the fruits showed a
higher variation range for 3-carotene throughout the year (0,0041-0,38 mg / 100 g). In
vegetables, when comparing spring and summer results, 3-carotene content was also
most influenced by the effect of seasonality (0,0035-8,2 mg / 100 g).

Keywords: carotenoids, fruits, vegetable seasonal, HPLC
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1. Objetivos do Trabalho

O presente trabalho teve os seguintes objetivos:

Andlise de alimentos para determinacdo do teor de carotenoides: frutos (laranja,
péssego, banana, ananas, uvas, kiwi, salada de frutas, maca, pera, figos, meloa, meldo),
produtos horticolas (batata, brocolos, tomate, alface, grelos, nabicas, cenouras, couve-
flor, pimentos, feijdo verde, cogumelos), passas de uvas, tartes de frutas com frutos
secos, feijao-frade e outras variedades de feijdo. Contribuicdo para avaliar a ingestao

de carotenoides pela populacdo portuguesa.
Avaliagdo e comparacgéo do teor de carotenoides em amostras de frutos e produtos

horticolas — recolhidas em diferentes esta¢cdes do ano com vista a avaliacao do efeito
da sazonalidade.
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2. Enquadramento do Tema

Os carotenoides sdo compostos bioativos que foram descobertos no século XIX e que
atualmente sdo de grande importancia para a saide humana. H4 bem pouco tempo, o
interesse nesses compostos estava relacionado com a atividade de provitamina A que
alguns carotenoides apresentam. O combate as caréncias nutricionais, principalmente
a deficiéncia em vitamina A, continua a ser um dos problemas que mais afeta
principalmente criancas de paises em desenvolvimento, provocando altos indices de
doenca e consequentemente de mortalidade. Atualmente, estd bem definido que dietas
ricas em carotenoides apresentam indmeros beneficios para a saude humana
independentemente da sua atividade de pro-vitamina A. A ingestdo de alimentos que
contém carotenoides na alimentagdo humana previne e minimiza o desenvolvimento de

algumas doencas, tais como, cataratas, doencas cardiovasculares e cancro.

Apesar de desempenharem um papel fundamental na sallde humana, os carotenoides
nao sao considerados como “nutrientes” essenciais. Dados os beneficios para a saude
humana, bem como o facto da composicdo em carotenoides variar de alimento para
alimento, e para uma mesma espécie de produto, com o clima, a variedade, o meio de
cultivo, a sazonalidade, localizagdo geogréfica, processamento e armazenamento,
fazem com que a sua determinacao seja de grande importancia nomeadamente para a

introducdo em tabelas da composi¢céo de alimentos.

As consideracgdes relativamente a composi¢cdo em carotenoide bem como aos fatores
que influenciam a composigéo em carotenoides dos alimentos séo de grande interesse
nado apenas para produtores e consumidores, mas também em termos de investigacao,
nomeadamente do projeto TDSExposure, no ambito do qual se realizou este trabalho.
Este é um projeto financiado pela Unido Europeia cujo objetivo € harmonizar

metodologias para avaliar a exposi¢do a nutrientes e a contaminantes.
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3. Introducéo

Os carotenoides sao moléculas lipofilicas naturais com diversas estruturas e funcgdes,
sintetizados por plantas e também por alguns fungos e bactérias. Representam um grupo
de mais de 700 pigmentos naturais cujas cores variam entre o vermelho e o amarelo (Dias
et al., 2009). Sdo dos pigmentos naturais mais estudados em termos de estrutura,
composicao, propriedades, estabilidade/instabilidade, cinética, metabolismo, biossintese,
beneficios para a saude, aditivos alimentares (Rodriguez-Amaya, 1997; Rodriguez-
Amaya et al., 2006). Como aditivos alimentares, sdo usados na industria alimentar o 3-
caroteno-E160a, licopeno-E160d e a luteina-E161b, segundo a legislacdo em vigor
(Decreto-Lei 193/2000 de 18 de agosto).

Nas plantas, os carotenoides localizam-se normalmente nos cromoplastos e estdo
presentes nas sementes, raizes, folhas, frutos, flores (Howitt e Pogson, 2006; Mellado-
Ortega e Hornero-Méndez, 2015). Apesar de existirem principalmente nas plantas,
também podem ser encontrados em animais e microrganismos (Oliver e Palou, 2000,
2000). Para os animais, a fonte de carotenoides encontra-se nos frutos e vegetais usados
na sua alimentacao (Amorim-Carrilho et al., 2014; Quirés e Costa, 2006; Rodriguez-
Amaya et al., 2006). Os principais carotenoides existentes nos alimentos e no plasma
humano sao seis: a-caroteno, B-caroteno, B-criptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina
(Amorim-Carrilho et al., 2014; Barba et al., 2006).

Nos paises em desenvolvimento, 80 a 90% da ingestdo de vitamina A é obtida a partir do
consumo dos carotenoides dos frutos e legumes (Maiani et al., 2009). Dos mais de 700
pigmentos naturais identificados até ao momento, apenas 50 apresentam atividade de
pré-vitamina A como é o caso do a-caroteno, B-caroteno e B-criptoxantina (Amorim-
Carrilho et al., 2014). Atualmente, um grande nimero de estudos epidemioldgicos revela
que, independentemente da atividade de provitamina A, a ingestéao de alimentos contendo
carotenoides apresenta inumeros beneficios para a saude (Rodriguez-Amaya, 2010;
Oliver e Palou, 2000).

O consumo de alimentos contendo carotenoides reduz o risco de desenvolvimento de
muitas doencas tais como: cancro, doencas cardiovasculares, cataratas, degeneragéo
macular e doencas degenerativas (Amorim-Carrilho et al., 2014; Barba et al., 2006).
Apesar de terem um papel muito importante na saude, os carotenoides ndo tém atribuido

um valor de dose diaria recomendada (DDR) (Rao e Rao, 2007).

A composicdo em carotenoides dos alimentos pode variar quantitativa e/ou

gualitativamente. Para uma mesma espécie, estas variacdes ocorrem por diversos fatores
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sendo a sazonalidade um dos fatores que mais influencia a composicéo de carotenoides

nos alimentos (Maiani et al., 2009; Rodriguez-Amaya et al., 2006).

3.1. Estrutura e caracteristicas dos carotenoides

Os carotenoides presentes na natureza apresentam uma estrutura formada a partir de
unidades isoprendides, uma longa cadeia de ligac6es duplas conjugadas localizada no
centro da molécula e simetria bilateral. Estas caracteristicas justificam as propriedades
fisicas e quimicas destes compostos que estdo diretamente relacionadas com a sua
estrutura. A geometria da molécula (tamanho, configuracdo, presenca de grupos
funcionais), o sistema de liga¢des duplas conjugadas e as interacdes especificas com
outras moléculas vizinhas sdo fatores cruciais que influenciam as propriedades e as
caracteristicas dos carotenoides (Britton, 1995; Rao e Rao, 2007; Stahl e Sies, 2003;
Young e Frank, 1996).

Estrutura quimica

Os carotenoides sdo tetraterpendides C40 e sdo formados a partir de oito unidades
isoprendides C5 que se encontram ligadas de forma que a sua sequéncia fica invertida
no centro dando origem a uma molécula simétrica. A Figura 3.1 apresenta a estrutura
quimica dos principais carotenoides presentes nos alimentos (Britton, 1995; Rodriguez-
Amaya, 1997; Rodriguez-Amaya, 2001).
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o Licopenco

Figura 3.1- Estrutura quimica dos principais carotenoides presente nos alimentos e no plasma

humano (adaptado de http://en.citizendium.org/wiki/Lycopene).

Devido as ligagBes duplas os carotenoides podem existir em duas formas (configuracdes)
gue sao designadas por cis ou trans. Na natureza os carotenoides existem na forma all-
trans (all-E) que é a forma mais estavel. A presenca de uma ligagao cis resulta num maior
impedimento estereoquimico junto dos atomos de hidrogénio e/ou grupos metilo. Por esta
razdo os isémeros cis sdo termodinamicamente menos estaveis. S6 em algumas
situacdes por acao de agentes especificos ocorre a isomerizagdo ou oxidagdo geométrica
dos carotenoides que se encontram na forma mais estavel para a configuragdo cis
(Britton, 1995; Rodriguez-Amaya, 1997; Rodriguez-Amaya, 2001; Meléndez-Martinez et
al., 2010; Meléndez-Martinez et al., 2007).

Estruturalmente, os carotenoides podem ser classificados em dois grupos:

» Carotenos: (ex. a-caroteno, 3-caroteno e licopeno) — séo altamente apolares,

formados apenas por carbono e hidrogénio.
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» Xantofilas: (ex. B-criptoxantina, luteina e zeaxantina) — sdo compostos
polares, formados por carbono, hidrogénio e oxigénio (Augustynska et al.,
2015; Courraud et al., 2013; Hempel et al., 2016; Sajilata et al., 2008).

Este dltimo grupo é o mais complexo e pode ser encontrado na forma livre (tal como os
carotenos) ou na forma de acidos gordos esterificados (Murillo et al., 2013).

Os carotenoides apresentam nas suas extremidades grupos lineares ou ciclicos como por
exemplo o ciclo-hexano e o ciclo-pentano o que permite assumir varias estruturas pela
adicdo de &tomos de oxigénio. A hidrogenacéo, a ciclizacao e outras modificacdes como
a isomerizacdo, introducdo de grupos funcionais contendo oxigénio ou mesmo a
combinacdo desses processos pode resultar numa grande variedade de estruturas para

os carotenoides (Rodriguez-Amaya, 2001).

Principais caracteristicas

Uma das principais caracteristicas dos carotenoides é a capacidade de apresentarem
uma grande variedade de cores que vao desde o amarelo até ao vermelho como
consequéncia da existéncia do sistema de ligacdes duplas conjugadas. Este sistema
constitui o cromdéforo que permite a obtencdo de um espetro de absorcdo na regido do
UV/Visivel caracteristico dos carotenoides e muito importante para a sua identificagéo e
guantificacéo. Os carotenoides s6 apresentam cor quando a molécula tem varias ligacoes
duplas conjugadas. Nessas situacdes 0 seu comprimento de onda de méaxima absorcao
desloca-se para a regiao do visivel do espectro (400-600 nm). Sao precisas no minimo 7
ligagbBes duplas conjugadas para que a molécula apresente cor. Quando tal ndo acontece
os comprimentos de onda de maxima absorcéo estardo na regido do ultravioleta pelo que
nao serao compostos corados, como € o caso do fitoeno e do fitoflueno que apresentam
3 e 5 ligacdes duplas conjugadas, respectivamente (Britton, 1995; Meléndez-Martinez et
al., 2007; Meléndez-Martinez et al., 2010; Rodriguez-Amaya, 2001).

A existéncia do sistema de ligacdes duplas conjugadas também é responsavel pela
instabilidade dos carotenoides provocando a predisposicéo para a ocorréncia de reagfes
de isomerizagdo geométrica e oxidagdo. Os agentes que promovem a oxidacao séo a luz,
o calor, metais, enzimas e oxigénio. No caso da isomerizagdo 0s agentes responsaveis
sdo o calor, a radiacdo e os &cidos. Como consequéncia, estes dois mecanismos
provocam a perda de cor presente nos alimentos. Para minimizar as condi¢cdes
necessarias de ocorréncia destes dois mecanismos devem ser tomadas algumas

medidas de precaucdo aquando da preparagdo, armazenamento e processamento
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industrial dos alimentos (Meléndez-Martinez et al., 2007; Rao e Rao, 2007; Rodriguez-
Amaya, 2001).

3.2. Fontes naturais dos principais carotenoides

Os principais carotenoides estdo presentes em alimentos como cenouras, aboboras,
batata-doce, tomate e 6leos vegetais (6leo de palma e seus derivados). A maior parte das
xantofilas sdo encontradas em vegetais verdes e folhosos e quase todos os carotenoides

sdo encontrados em vegetais amarelos (Zeb e Mehmood, 2004).

Na alimentacdo humana, os carotenoides encontram-se em diversos alimentos, mas 0s
sumos, as frutas e os produtos horticolas sé@o as suas principais fontes (Rao e Rao, 2007).

A Tabela 3.1 apresenta os alimentos que séo fontes naturais dos principais carotenoides.

Tabela 3.1- Fontes naturais dos principais carotenoides (Burri et al., 2016; Amorim-Carrilho et
al., 2014; Courraud et al., 2013; Fish, 2012; Tanaka et al., 2012; Rodriguez-Amaya et al., 2006;
Zeb e Mehmood, 2004, Paiva e Russell, 1999; Sajilata et al., 2008; Parada et al., 2007).

Carotenoides Fontes naturais

a-caroteno Couve-galega, nabo, espinafre, alface, manga, meloa, meldo, pimenta,

abobora, cenoura, batata-doce, brécolos, feijao-verde, 6leo de palma

B-caroteno Cenoura, batata-doce, abdbora, brécolos, feijdo-verde, espinafre,
meldo, manga, damasco, pimenta, couve, 6leo de palma, néspera,

couve-de-bruxelas, kiwi, alface

B-criptoxantina | Mandarina, mamao, milho, ervilhas, gema de ovo, pitanga, pera, caqui,

ameixas, abobora, laranja, péssego, tangerina

Licopeno Tomate, melancia, goiaba, toranja vermelha, azeitona, péssego,

papaia, pitanga, damasco

Luteina Espinafre, couve-galega, couve-de-bruxelas, milho, diospiro, brécolos,
gema de ovo, pimenta vermelha, repolho, péssego, ameixas, abobora,

feijdo-verde, brécolos, kiwi, alface, ervilhas

Zeaxantina Espinafre, couve-galega, couve, milho, diospiro, brécolos, gema de
ovo, péssego, ameixas, abobora, feijao-verde, brécolos, kiwi, alface,

ervilhas, repolho, manga
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De uma forma geral, as frutas cor de laranja s&o ricas em B-criptoxantina, os legumes de
cor verde escura em luteina, o tomate em licopeno e a gema de ovo em zeaxantina (Rao
e Rao, 2007; Zeb e Mehmood, 2004; Rodriguez-Amaya, 2001; Tanaka et al., 2012).

O B-caroteno é o carotenoide predominante nos alimentos, principalmente nos frutos e
vegetais, umas vezes em maior e outras vezes em menor concentracao. Em alguns
alimentos encontra-se acompanhado de a-caroteno normalmente em menor

concentrac@o. Na cenoura, é o principal carotenoide.

O licopeno é o principal carotenoide presente em muitos frutos de cor vermelha, mas a
sua principal fonte provém do tomate e os seus derivados. Eles constituem cerca de 85%
do total de licopeno consumido e podem ser encontrados em pratos como chili com carne
e pizza. O ketchup, por exemplo, € também um dos grandes contribuidores para a
ingestdo de licopeno na alimentagdo (Krinsky e Johnson, 2005; Johnson, 2002;
Rodriguez-Amaya et al., 2006; Gerster, 1997; Rodriguez-Amaya, 2001; Zeb e Mehmood,
2004).

A luteina é o carotenoide mais abundante/predominante nas folhas, vegetais verdes e
flores amarelas (Rodriguez-Amaya, 2001). Apesar da luteina e da zeaxantina serem
derivados do B-caroteno, a luteina é mais predominante nos alimentos do que a
zeaxantina. Legumes de cor verde escura sdo uma fonte rica em luteina, seguida de [3-
caroteno. Na alface a concentracao da luteina é ligeiramente maior ou mesmo igual a do
B-caroteno (Rodriguez-Amaya et al., 2006). Os dois alimentos deste grupo que
apresentam maior concentracdo de luteina e zeaxantina sdo o0 espinafre e a couve.
Outras fontes incluem brdcolos, ervilhas, couves de bruxelas, gema de ovo (Krinsky e
Johnson, 2005; Johnson, 2002).

No entanto, a composi¢cdo de carotenoides nos frutos e produtos horticolas varia de
acordo com a variedade da planta, grau de maturacéo, tempo de colheita, condi¢cdes de

armazenamento e processamento (Paiva e Russell,1999).

3.3. Biodisponibilidade e bioacessibilidade dos carotenoides

Os carotenoides quando atingem o seu local de acdo no organismo humano, passam a
ser biologicamente ativos, apresentado inumeros beneficios para a saude (Rodriguez-
Amaya, 2015). E neste contexto que a biodisponibilidade e a bioacessibilidade s&o

conceitos importantes que devem ser avaliados.
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A biodisponibilidade é descrita como a fracdo da quantidade de carotenoides ingerida
pelo organismo humano, que se encontra livre para funcbes biolégicas ou
armazenamento. A bioacessibilidade refere-se a fracdo dos carotenoides ingeridos que,
durante o processo de digestdo, € libertada a partir da matriz alimentar, tornando-se
dessa forma acessivel para absorcdo intestinal (Rodriguez-Amaya, 2015; Rodriguez-
Amaya et al., 2006; O’Connell et al., 2007; Fernandez-Garcia et al., 2012; Lemmens et
al., 2014).

A biodisponibilidade de carotenoides € influenciada por diversos fatores, entre os quais
se destacam a natureza da matriz alimentar, tipo, estrutura e quantidade de carotenoide,
interacdo com outros carotenoides, presenca de outros componentes na dieta (fibra,
gordura), método de processamento (Rodriguez-Amaya, 2016; Rodriguez-Amaya, 2015;
Rodriguez-Amaya et al., 2006; Reboul et al., 2006; O’Connell et al., 2007; Stinco et al.,
2012; Verrijssen et al., 2014; Thakkar e Failla, 2008; Castenmiller e West, 1998).

O estudo sobre a biodisponibilidade de carotenoides é bastante complexo. Estes estudos
podem variar entre individuos, uma vez que podem ser afetados por diversos fatores,
como por exemplo, fatores genéticos ou ma absorcéo de lipidos. A absor¢cao adequada
de carotenoides presentes numa determinada matriz alimentar requer as seguintes
etapas: 1) digestdo da matriz alimentar, 2) formacdo de micelas lipidicas no trato
gastrointestinal, 3) absorcao dos carotenoides pelas células da mucosa intestinal, 4)
transporte dos carotenoides para o sistema linfatico (Rodriguez-Amaya, 2016; Rodriguez-
Amaya, 2015; Rodriguez-Amaya et al., 2006; Thakkar e Failla, 2008; van den Berg et al.,
2000).

Os métodos que sdo usados para avaliar a biodisponibilidade englobam estudos
efetuados em seres humanos e em animais. Os estudos efetuados em seres humanos
sdo os que melhor avaliam a biodisponibilidade, contudo, estes estudos sdo
extremamente complexos, dispendiosos, invasivos, com um tempo de duracao
consideravel, eticamente questionaveis e muitas vezes com resultados inconclusivos. Os
estudos efetuados em animais ndo sdo considerados ideais devido as diferencas de
metabolismo em relacdo aos seres humanos. Contudo, a area de investigacdo tem
apostado em métodos mais econémicos, reprodutiveis, rapidos e simples, como modelos
in vitro. Estes modelos simulam o ambiente durante a digestdo no organismo humano e
permitem a analise de um grande nimero de amostras em pouco espaco de tempo. O
modelo mais usado para analisar a bioacessibilidade de carotenoides € um modelo de
digestéo estética com absorcao celular, na presenca de células Caco-2. Este modelo que
foi desenvolvido por Garrett et al. (1999) simula um pequeno ambiente intestinal, que

permite estudar o mecanismo de absorcéo e transporte (Rodriguez-Amaya, 2015; Van
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Buggenhout et al., 2010; Donhowe et al., 2014; Granado-Lorencio et al., 2007; Lee et al.,
1999).

3.4. Importancia dos carotenoides para a saude

Vérios estudos epidemioldgicos associam a ingestao de alimentos contendo carotenoides
a inumeros beneficios para a saude, nomeadamente a diminuicdo do aparecimento e
propagacdo de varios tipos de cancro. Tem sido descrito na literatura que alguns
carotenoides, quando ingeridos através de frutas e legumes, exercem uma acao
preventiva para um elevado niumero de doencas (Yahia, 2010; Rao e Rao, 2007). Deste
modo, tem sido reportado que os carotenoides desempenham func¢des biologicas
importantes relacionadas em grande parte com a agéo antioxidante e com a atividade de
pro-vitamina A que alguns carotenoides apresentam (Rao e Rao, 2007; Rodriguez-
Amaya, 1997, Gammone et al., 2015). Também tem sido mencionado na literatura outras
funcbes biol6gicas como a capacidade de regular a transcricdo de genes, a melhoria na
resposta imunitaria e na comunicacdo das jungbes comunicantes. Estas funcgfes
biologicas estéo relacionadas com a prevencéo e a reducéo de varios tipos de doencas
como cancros, doengas cardiovasculares, degeneragdo macular, cataratas, doencgas da
pele associadas a exposi¢cdo UV (Cooperstone e Schwartz, 2016; Rao e Rao, 2007;
Bendich e Olson, 1989).

3.4.1. Funcdes biologicas

- Atividade pro-vitamina A

A caréncia em vitamina A é um dos principais problemas de saude publica em muitos
paises em vias de desenvolvimento. Estima-se que afeta em todo o mundo cerca de 127
milhdes de criancas e 7,2 milh6es de mulheres em periodo de gestacdo. A vitamina A é
um nutriente muito importante para o organismo humano, sendo essencial no
desempenho de fungbes a nivel de visdo, desenvolvimento embriondrio, crescimento e
sistema imunitario (Cooperstone e Schwartz, 2016; Yunusa e Attah, 2016; Stahl e Sies,
2005, Rodriguez-Amaya, 1997).

A caréncia em vitamina A pode levar ao aparecimento de varias doencas como anemia,
enfraquecimento do sistema imunitario, aumento da sensibilidade as doencas infeciosas,

xeroftalmia (Cervantes-Paz et al., 2016; Cooperstone e Schwartz, 2016).
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Estima-se que a ingestdo de carotenoides provenientes de frutas e vegetais fornecem
cerca de 30% da DDR de vitamina A em paises desenvolvidos, enquanto nos paises em
vias de desenvolvimento a contribuicdo destes produtos é maior representando 85% da
DDR. Nos paises desenvolvidos, a maior fonte de vitamina A sdo os produtos de origem
animal como ovos, leite e seus derivados, 6leo de figado de peixe, entre outros (Yunusa
e Attah, 2016; Cervantes-Paz et al., 2016).

Depois de ingerida, a vitamina A é absorvida no intestino, esterificada e conservada no
figado. Nas frutas e vegetais, a vitamina A encontra-se na forma de pré-vitamina A que
pode ser metabolizada em vitamina A nos seres humanos e outros animais
(Omenn,1998).

Das 700 estruturas de carotenoides conhecidas, apenas algumas podem ser convertidas
em retinol, pela intervencdo da enzima [-caroteno-15-15-mono-oxigenase (EC
1.13.11.21) (Fernandéz-Garcia et al., 2012). Esta atividade é restrita apenas para 0s
carotenoides que apresentam atividade de pro-vitamina A, isto é, para os carotenoides
que possuem um anel B-ionona que nao esteja substituido e uma cadeia poliénica com
11 4tomos de carbono, como é o caso do a-caroteno, B-caroteno e B-criptoxantina. O 3-
caroteno € 0 que exibe maior atividade de pré-vitamina A uma vez que contém o
equivalente a duas moléculas de retinol, enquanto os outros dois contém apenas o
equivalente a uma molécula de retinol (Cervantes-Paz et al., 2016; Cooperstone e
Schwartz, 2016; Burri, 2015; Fernandéz-Garcia et al., 2012; Rodriguez-Amaya e Kimura,
2004).

- Acdo antioxidante

Os carotenoides fazem parte da classe de antioxidantes ndo enzimaticos que possuem a
capacidade de neutralizar espécies reativas de oxigénio (ROS) que sdo originadas
durante o metabolismo aerébio e processos patoldgicos. As ROS provocam a oxidacao
de macromoléculas bioldgicas fundamentais e os lipidos insaturados que se encontram
nas membranas celulares sdo 0s seus principais alvos. Quando se encontram em
guantidades elevadas no organismo humano, as ROS provocam o stress oxidativo das
células e do tecido. O stress oxidativo € um fator critico e o principal responsavel pelo
processo patogénico de muitas doengas, que ocorre quando, em determinadas situagoes,
as defesas néo séo suficientes (Majeed et al., 2016; Stahl e Sies, 2005; Agarwal e Rao,
2000).

Dessa forma, os carotenoides poderdo desempenhar potencialmente um papel de
protecd@o e prevencgdo de doencas degenerativas como Varios tipos de cancro, diabetes

doencas cardiovasculares e de visdo (Stahl e Sies, 2003; Rao e Agarwal, 1999; Tapiero
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et al., 2004; Xavier e Pérez-Galvez, 2016; Majeed et al.,, 2016; Stahl e Sies, 2005;
Halliwell, 1996; Fiedor e Burda, 2014; Bendich e Olson, 1989).

Os carotenoides s&o muito provavelmente os antioxidantes mais envolvidos na
neutralizacdo do oxigénio singleto e dos radicais peroxilo (Stahl e Sies, 2003; Fiedor e
Burda, 2014; Tapiero et al., 2004).

A capacidade na captura do oxigénio singleto pelos carotenoides depende
essencialmente do numero de ligacdes duplas conjugadas caracteristico de cada
carotenoide. Foi reportado na literatura maior eficiéncia em carotenoides com nove ou
mais ligagcbes duplas conjugadas. O licopeno é um dos carotenoides mais eficientes na
captura do oxigénio singleto (Cooperstone e Schwartz, 2016; Stahl e Sies, 2003; Young
e Lowe, 2001; Rodriguez-Amaya e Kimura, 2004; Stahl e Sies, 1996).

Para que a capacidade antioxidante dos carotenoides seja considerada eficiente, é
necessario que os carotenoides estejam presentes no plasma humano em concentragfes

suficientes e no local especifico onde as ROS s&o geradas (Erdman et al., 2009).

3.4.2. Prevencdo de doencgas

Uma alimentacdo saudavel desempenha um papel muito importante na prevencgéo de

inimeras doencgas cronicas.

Como exemplo, as doencas cardiovasculares, nomeadamente a doenca arterial coronaria
€ uma das principais causas de morte nos paises desenvolvidos (Yoshihara et al., 2010;

Gammone et al., 2015).

Os principais fatores de risco associados a doenga arterial coronaria sdo: hipertensao,

tabagismo, diabetes, obesidade e hipercolesterolemia (Gammone et al., 2015).

Na literatura, existem evidéncias que associam o consumo de licopeno a uma diminuicdo
do risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Petyaev, 2016; Rao e Rao,
2007; Bramley, 2000; Kohlmeier et al., 1997).

A oxidacgéo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) desempenha um papel crucial na
patogénese da doenca arterial coronéria uma vez que provoca a modificacdo das LDL o
que contribui para o desenvolvimento inicial da doenca arterial coronaria. Dessa forma, o
consumo de antioxidantes, nomeadamente do licopeno podera permitir a diminuigdo do
risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares pela inibicdo da modificacdo das

LDL. Como o licopeno é transportado pelas LDL no plasma, muitos autores sugerem que
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desempenha um papel de protecéo contra oxidacao destas proteinas (Yadav et al., 2016;
Ried e Fakler, 2011; Krinsky e Johnson, 2005; Tapiero et al., 2004).

O cancro é a maior causa de morte assinalada em todo o mundo (WHO, 2016). Em 2012,
foram registadas cerca de 8,2 milhdes de mortes devido a esta doenca (WHO, 2016). Até
2030, prevé-se cerca de 13,2 milhdes de mortes relacionadas com o cancro (Bray et al.,
2012).

Em 1981 surgiram na literatura os primeiros relatos que associavam a ingestao de B-
caroteno a reducado do risco de desenvolvimento de doencas cancerigenas (Peto et al.,
1981). Desde esta altura, inimeros estudos epidemioldgicos investigaram a relacéo entre
os niveis de carotenoides no plasma humano com a reducédo do risco de desenvolvimento
de muitas doengas como o cancro da mama, cancro do célon e do reto, cancro da
prostata, cancro do pulmao, entre outros (Cooperstone e Schwartz, 2016; Panic et al.,
2016; Boeke et. al., 2014; Pannellini et al., 2010).

O risco de aparecimento e desenvolvimento de certos tipos de cancro pode ser reduzido
através de uma alimentac¢do saudavel, rica em alimentos que contenham compostos com
atividade antioxidante. Alguns estudos epidemiolégicos defendem a ideia de que a
ingestdo de carotenoides presentes na dieta alimentar, homeadamente o licopeno
presente no tomate, apresenta uma prote¢do contra o risco de desenvolvimento do
cancro da proéstata (Bendich, 2013). O efeito antioxidante € um dos mecanismos de ac¢ao

gue mais contribuem para o efeito protetor (Fiedor e Burda, 2014).

Existem muitos estudos na literatura que defendem a relagéo entre a ingestao de luteina
e zeaxantina presentes na dieta alimentar com a diminui¢cao do risco de desenvolvimento
da degeneracdo macular relacionada com a idade (DMRI). Estes estudos defendem que
a luteina e a zeaxantina possuem a capacidade de prevenir e/ou retardar esta doenca
degenerativa. A DMRI é uma doenca que provoca perda de visdo central. E uma das
principais causas de deficiéncia visual, cegueira irreversivel em idosos e cataratas. A
luteina e zeaxantina, que s&o os carotenoides responsaveis pela coloracdo da macula
onde se encontram presentes em elevadas concentragbes, atuam na retina como
poderosos antioxidantes, reduzindo os danos do stress oxidativo para as células da retina
(Bernstein et al., 2016; Murillo e Fernandez, 2016; Nwachukwu et al., 2015; Chucair et al.,
2007).

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa 15




3.5. Fatores que influenciam a composi¢cdao em carotenoides
dos alimentos

A estacdo do ano, o clima, e outros fatores como o estado de maturacéo, a variedade,
localizacdo geografica, meio de cultivo, processamento e armazenamento, Sa4o 0sS
principais fatores que influenciam a composicdo em carotenoides nos alimentos. Entre os
fatores citados, o clima € um dos mais importantes, uma vez que influencia diretamente
as plantas, os animais e o solo (Rodriguez-Amaya, 2016; Walsh et al., 2015; Maiani et al.,
2009; Rodriguez-Amaya et al., 2006; Rodriguez-Amaya, 2001).

3.5.1. Estacdo do Ano

A época do ano em que sao colhidos os frutos e os produtos horticolas exercem uma
grande influéncia no teor em carotenoides apresentado por esses produtos (Walsh et al.,
2015).

Para muitos frutos e produtos horticolas, a exposicdo ao sol e a altas temperaturas
favorece a carotenogénese, mas também pode promover a fotodegradagdo que provoca
a reducdo do teor em carotenoides. Isto acontece porque nos tecidos fotossintéticos,
quando expostos a diferentes condi¢cdes climaticas, podem ocorrer dois processos
distintos: a biossintese e a fotodegradacédo (Rodriguez-Amaya et al., 2008; Rodriguez-
Amaya et al.,, 2006; Azevedo e Rodriguez-Amaya, 2005). Em produtos horticolas
(folhosos) cultivados em campos abertos, foi reportado que o teor em carotenoides é
inferior no verdo o que sugere que a exposicao excessiva ao sol e a altas temperaturas
favorece a fotodegradacéo (Rodriguez-Amaya et al., 2008; Rodriguez-Amaya et al., 2006;
Azevedo e Rodriguez-Amaya, 2005; Heinonen et al., 1989).

Contudo, em amostras de produtos horticolas cultivadas em estufas revestidas de
polietileno (protecdo plastica) foi reportado teores superiores em carotenoides para
amostras recolhidas na estacéo do verdo o que sugere que o revestimento em polietileno
permitiu uma protecdo contra a exposicao excessiva a temperaturas elevadas do ver&o
favorecendo a carotenogénese (Walsh et al., 2015; Rodriguez-Amaya et al., 2008;

Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya, 2005).

Em contrapartida, para amostras recolhidas na estagéo de inverno foi reportado teores
inferiores em carotenoides o que sugere que o0 revestimento em polietileno reduziu a
possibilidade de exposi¢céo ao sol ndo favorecendo a carotenogénese (Walsh et al., 2015;

Rodriguez-Amaya et al., 2006; Kimura e Rodriguez-Amaya, 2003).
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Desta forma, o que se encontra reportado na literatura é que o uso de revestimento
plastico tanto pode proporcionar a protecao contra a fotodegradacdo no verdao como a

reducéo da biossintese de carotenoides no inverno (Walsh et al., 2015).

Alguns autores reportaram estudos sobre o efeito da sazonalidade na composi¢do em
carotenoides de varias amostras de alimentos da mesma espécie, nomeadamente de
couves, tomates e abacates. Nestes estudos, o que se verifica é que independentemente
da localizag&o geogréfica, da variedade, do meio e das técnicas de cultivo, a estacdo do
ano exerce influéncia ha composi¢cdo em carotenoides (Walsh et al., 2015; Lu et al., 2009;
Raffo et al., 2006; Azevedo e Rodriguez-Amaya, 2005; Martinez-Valverde et al., 2002;
Muller, 1997). No anexo 1 estdo apresentados os teores em carotenoides obtidos por

diversos autores.

Em Portugal, muitos frutos e produtos horticolas estdo disponiveis nas diferentes
estacbes do ano, apresentando-se no Anexo 2 a época mais aconselhavel para o

consumo  desses  produtos. (http://www.deco.proteste.pt/alimentacao/produtos-

alimentares/dicas/fruta-lequmes-epoca-ideal).

3.5.2. Outros fatores

Para uma dada espécie, é possivel existirem diferencas na sua composicdo. Essas
diferencas que tanto podem ser qualitativas como quantitativas e sédo resultado da sua
variabilidade natural, mas também da sua variedade. Na literatura, encontram-se
documentadas algumas dessas diferencas principalmente em frutos e produtos
horticolas. Alguns autores analisaram a influéncia da variedade na composicdo em
carotenoides de algumas uvas, tomate, brécolos e batata-doce e reportaram diferengas
significativas tanto a nivel quantitativo como qualitativo (Kim et al., 2015; Bunea et al.,
2012; Singh et al., 2007; Hart e Scott, 1995; Rouseff et al., 1992).

O estado de maturacdo de muitos frutos e produtos horticolas também afeta
consideravelmente a composicdo em carotenoides. A maturacdo dos frutos é
normalmente acompanhada por um aumento da carotenogénese, isto €, da biossintese
de carotenoides que provoca um acréscimo no teor em carotenoides. Este aumento é
facilmente visivel quando se observa, por exemplo, a mudanca de coloracdo de um fruto
(Walsh et al., 2015; Rodriguez-Amaya et al., 2006; Rodriguez-Amaya, 2001; Fraser et al.,
1994). Alguns autores reportaram estudos realizados em frutos (manga, fruta-p&o e kiwi)
e verduras (folhas de couve, alface, espinafre da Nova Zelandia) recolhidos em diferentes

estagios de maturacao. Para a fruta-pdo, a manga e as folhas de alface, o que se verifica
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€ que processo de maturagdo conduz a um aumento no teor em carotenoides (Englbeger
et al.,, 2013; Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya, 2005; Mercadante e Rodriguez-
Amaya, 1998). No entanto para o kiwi, as folhas de couve e espinafre da Nova Zelandia,
essa relacdo nao é verificada uma vez que o processo de maturacdo conduz a um
decréscimo no teor em carotenoides. (Lefsrud et al., 2007; Azevedo e Rodriguez-Amaya,
2005). O kiwi apresenta teores em carotenoides inferiores com a maturagao por conservar

a sua cor verde (Rodriguez-Amaya, 2001).

Relativamente a localiza¢é@o geografica, o clima é um dos fatores mais influenciados pela
localizacao geografica. Os diferentes tipos de clima (frio, quente, temperados) dependem
da localizacdo geografica. Diversos autores reportaram estudos sobre o efeito da
localizacao geografica na composi¢cao em carotenoides dos alimentos. Rodriguez-Amaya
et al. (2008) reportaram que as mangas da mesma variedade produzidas em climas
guentes do nordeste do Brasil apresentaram teores superiores em carotenoides
comparativamente com os frutos produzidos em climas temperados, nomeadamente a
Sudeste do Brasil. Wall et al. (2006) reportaram também uma variacdo significativa nos
teores em carotenoides para diferentes variedades de bananas e papaias recolhidas em

vérias localizacoes.

O meio de cultivo também exerce uma grande influéncia na composi¢cao em carotenoides
de frutos e produtos horticolas. O teor em carotenoides de legumes e vegetais difere
guando comparamos a agricultura biol6gica com a agricultura convencional que faz uso
de agroquimicos como fertilizantes (Walsh et al., 2015, Rodriguez-Amaya et al., 2008;
Rodriguez-Amaya et al., 2006). Mercandante e Rodriguez-Amaya (1991) realizaram um
estudo para a comparacdo da composicdo em carotenoides utilizando a agricultura
convencional e a biol6gica em amostras de couves da mesma variedade e com 0 mesmo
grau de maturacéo. O estudo revelou diferengas significativas no teor em carotenoides e
foi registado um maior teor em amostras de couve cultivadas em meio biolégico. Em
contrapartida, Kimura e Rodriguez-Amaya (2003) registaram um maior teor em
carotenoides nas amostras de alfaces produzidas a partir da agricultura tradicional,
comparativamente com a agricultura hidropénica. Beltran-Gonzalez et al. (2008)
reportaram teores superiores de carotenoides em amostras de sumo de tangerinas
produzidas por meio da agricultura biol6gica. Também Lester e Buslig (2007) reportaram
um maior teor em licopeno em amostras de uvas cultivadas em agricultura convencional,

em comparacao com a agricultura bioldgica.

As alteragBes que se verificam nos carotenoides apos o processamento dos alimentos
dependem em grande parte do tipo de alimento, do método utilizado, da temperatura e

do tempo. O processamento e 0 armazenamento dos alimentos podem levar a oxidagcao
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ou isomerizacdo as quais provocam alteracbes na composicdo em carotenoides
(Rodriguez-Amaya, 2016; Walsh et al., 2015; Maiani et al., 2009; Rodriguez-Amaya et al.,
2006; Rodriguez-Amaya, 2001).

O processo de biossintese de carotenoides continua apds a colheita, decorrendo durante
0 armazenamento de muitas frutas. Para tal, € necessario que as frutas se mantenham
intactas de forma a preservar o sistema enzimético responsavel pela carotenogénese
(Walsh et al., 2015; Maiani et al., 2009; Rodriguez-Amaya et al., 2008; Rodriguez-Amaya
et al., 2006; Rodriguez-Amaya, 2001). Quanto aos produtos horticolas, o processo de
biossintese de carotenoides é interrompido apds a colheita, dando lugar a degradacéao
principalmente se o armazenamento for efetuado a altas temperaturas que provocam a
degradacéo das folhas (Walsh et al., 2015; Maiani et al., 2009; Rodriguez-Amaya et al.,
2008; Rodriguez-Amaya et al., 2006; Rodriguez-Amaya, 2001).

Deste modo, as condicbes de armazenamento e também de processamento dos
alimentos exercem uma grande influéncia na composicdo e teor de carotenoides nos
alimentos (Walsh et al.,, 2015; Maiani et al., 2009; Rodriguez-Amaya et al., 2008;
Rodriguez-Amaya et al., 2006; Rodriguez-Amaya, 2001).

Durante o armazenamento ou processamento de alimentos, ocorrem perdas na
composi¢do em carotenoides devido a processos de isomerizagdo, oxidacao enzimatica
e ndo enzimatica (decomposicdo térmica). O fendmeno de isomerizacdo € desencadeado
maioritariamente durante 0s processos térmicos (ex: cozedura, fritura, fervura) e também
devidos a processos fisicos (ex: corte, trituracdo) a acdo de acidos organicos e através
do calor e luz, condicbes que provocam uma perda de atividade de provitamina A

(Rodriguez-Amaya et al., 2006).

Fendmenos de oxidacdo enzimatica e ndo enzimatica sdo desencadeados pela acao da
luz, calor, presenca de metais, enzimas e peréxidos e podem ser inibidos pela acdo de
antioxidantes. A oxidac&o enzimatica ocorre logo apds o descasque, corte e trituracdo. E
recomendado o consumo ou 0 processamento térmico dos alimentos logo apés essas
operacdes. As condi¢gbes de processamento, a temperatura de armazenamento, 0 uso de
embalagens que permitem o contacto com a luz e com oxigénio aumentam o risco de
oxidacdo (Rodriguez-Amaya et al., 2008; Rodriguez-Amaya et al., 2006; Rodriguez-
Amaya, 2001).
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3.6. Métodos analiticos para a determinacao de carotenoides

Uma vez que os carotenoides diferem nas suas propriedades (polaridade, estabilidade,
biodisponibilidade, atividade antioxidante) e fungbes, é essencial a quantificacdo e
identificacdo precisa e rigorosa dos carotenoides individuais (Rodriguez-Amaya, 2016;

Amorim-Carrilho et al., 2014; Rivera e Canela-Garayoa, 2012).

O procedimento mais comum para extracao dos carotenoides da matriz € a aplicacdo de
um solvente organico. Na selecdo do solvente mais adequado, é necessario estar atento
as diferentes polaridades dos carotenoides e a estrutura da matriz analitica. Além disso,
a suscetibilidade dos carotenoides a oxidacdo deve ser considerada ao desenvolver um
método para extracdo uma vez que os carotenoides em solucdo podem ser muito
sensiveis a exposi¢do a luz, ao calor, a acidos ou ao oxigénio (Amorim-Carrilho et al.,
2014).

Apesar da extracdo liquido-liquido e a extracdo solido-liquido serem as técnicas mais
frequentemente aplicadas em amostras de alimentos, outros métodos de extracao foram
também relatados para analise de carotenoides como: extracdo com fluidos supercriticos
(SFE), extracdo liquida pressurizada (PLE), extracdo acelerada de solvente (ASE),
extracdo assistida por ultra-sons (EAU) e extragdo assistida por micro-ondas (MAE).
Estes métodos tém sido usados como alternativas de extracdo ambientalmente melhores
(Amorim-Carrilho et al., 2014; Li et al., 2013; Sun et al., 2012; Bohoyo-Gil, 2012).

As amostras de produtos naturais contém tipicamente os carotenos ndo polares e as
xantofilas mais polares. Seja qual for o método utilizado, o processo cromatografico deve

ser capaz de lidar com esta gama de polaridade (Machmudah e Goto, 2013).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de fase inversa com um detetor de
fotodiodos ultravioleta visivel (UV/Vis) tem sido a técnica analitica preferida, mas a
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC) tem vindo a ser cada vez mais utilizada
(Rodriguez-Amaya, 2016).

A técnica HPLC acoplada a espectrometria de massa (MS) e a espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) tém sido Uteis na identificacdo inequivoca de

isdbmeros geométricos de carotenoides (Rodriguez-Amaya, 2016).
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3.6.1. Métodos de extragéo e saponificagéo

A saponificacao (hidrélise alcalina) € um passo destinado a remover clorofilas e lipidos
indesejados e hidrolisar os ésteres de &cidos gordos de xantofilas, tais como B-
criptoxantina, luteina e zeaxantina, o que pode simplificar a separacdo cromatogréafica.
Por este motivo como as xantofilas podem ser encontradas na sua forma livre ou huma
forma de acidos gordos esterificados, sdo frequentemente analisados ap6s a
saponificacdo (Amorim-Carrilho et al., 2014; Kopec et al., 2012).

A saponificacdo s6 deve ser incluida no procedimento analitico se for indispensavel. E
desnecessério, por exemplo, ha analise de vegetais folhosos, tomate e cenoura, que sao
materiais de baixo teor lipidico e essencialmente isentos de ésteres de carotenol. Se
necessario, este passo deve ser cuidadosamente avaliado e otimizado, e a subsequente
lavagem cuidadosamente efetuada para evitar a perda de carotenoides na fase aguosa
gue é descartada (Rodriguez-Amaya, 2016; Amorim-Carrilho et al., 2014).

Como os carotenoides sdo compostos lipofilicos, ndo séo sollveis em agua. Sao
geralmente extraidos usando uma mistura de solventes organicos. Os solventes
utilizados dependem da matriz da amostra e da polaridade relativa dos carotenoides de
interesse. As xantofilas polares, tais como a luteina, sdo mais sollveis em alcoois,
enguanto que o0s carotenos ndo polares, tais como o 3-caroteno, sdo mais sollveis em
solventes hidrofébicos como por exemplo o éter de petréleo e n-hexano (Kiokias e
Varzakas, 2016; Kopec et al., 2012, Quirds e Costa, 2006; Rodriguez-Amaya, 2001).

Uma grande variedade de misturas de solventes tem sido utilizada por diferentes
investigadores para extrair os carotenoides dos alimentos, como por exemplo, acetona /
diclorometano, acetona / etanol, acetona / hexano, acetona / éter de petréleo, hexano /
éter dietilico, hexano / etanol / acetona / tolueno, metanol / Tetrahidrofurano (THF),
hexano / acetato de etilo. Contudo, a mistura de etanol / hexano (4:3) tem sido uma das
combinagfes mais comuns em amostras de alimentos (Amorim-Carrilho et al., 2014,
Kopec et al., 2012).

Para uma extracao eficiente, a mistura de solventes deve ser capaz de penetrar na matriz
alimentar e dissolver eficazmente os diferentes carotenoides presentes na amostra, sem

os alterar ou degradar (Rodriguez-Amaya, 2016).

No entanto, como os carotenoides sdo encontrados numa grande variedade de alimentos,

os procedimentos de extracdo devem ser adaptados a amostra a ser analisada
(Rodriguez-Amaya, 2016; Machmudah e Goto, 2013).
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A extracdo de carotenoides com solventes organicos gera grandes quantidades de
residuos cuja eliminacdo é um problema ambiental. Uma alternativa ecol6gica aos
métodos de extragdo liquido-liquido anteriormente mencionados é a extragdo com fluido
supercritico CO; (SFE) (Rodriguez-Amaya, 2016; Kopec et al., 2012).

O diéxido de carbono € o fluido supercritico mais utilizado, uma vez que apresenta uma
baixa temperatura critica (31°C) que o torna ideal para a extracdo de compostos
termicamente instaveis. No entanto, o diéxido de carbono apresenta uma polaridade
baixa e torna a extracdo de compostos polares muito dificil. Esta limitacdo pode ser
resolvida através da adicdo de um modificador organico, tal como metanol ou etanol, a
fim de aumentar a solubilidade (Rodriguez-Amaya, 2016; Mezzomo e Ferreira, 2016;
Machmudah e Goto, 2013; Kopec et al., 2012; Mathiasson et al., 2002). Foi demonstrado
gque os modificadores de solventes aumentam a eficiéncia de SFE devido ao aumento da
solubilidade do analito no CO; supercritico, diminuindo a sua interagdo com a matriz
alimentar. No entanto, ainda sdo necessarios mais estudos de otimizagao e de validacao

(Mezzomo e Ferreira, 2016; Kopec et al., 2012; Spanos et al., 1993).

3.6.1.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Nas ultimas décadas, a analise de alimentos pela técnica de (HPLC) foi amplamente
revista e continua a ser o método preferido para separar, identificar e quantificar
carotenoides em alimentos e amostras bioldégicas permanecendo, hoje, o principal
método analitico (qualitativo e quantitativo) para andalise de carotenoides em matrizes
complexas (Finkel’shtein, 2016; Kopec et al., 2012).

A técnica de HPLC é versatil, robusta, e amplamente utilizada para o isolamento de
produtos naturais. Esta técnica cromatografica é utilizada em fitoquimica e quimica
analitica para identificar, quantificar e purificar os componentes individuais da mistura
(Bhardwaj et al., 2015; Gupta et al., 2012).

O principio da técnica de HPLC consiste na injecdo de uma amostra em solu¢gdo numa
coluna com material poroso (fase estacionéria) e um liquido (fase movel) que é bombado
a alta pressao para a coluna (a presséo pode atingir 40 MPa). A separacdo da amostra
baseia-se nas diferencas das taxas de migracao através da coluna resultante da diferente
particdo da amostra entre a fase estacionaria e mével (Bhardwaj et al., 2015; Gupta et al.,
2012; Kumar et al., 2015).
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O sistema utilizado neste tipo de cromatografia € constituido por um injetor, um sistema
de bombagem, uma coluna cromatogréfica, um detetor e sistema de recolha e

processamento de dados. Conforme se pode verificar na figura 2.

"1 Solvente -
I’T’I , = —
LU} LL = -
Coluna de HPLC =
Aquisi¢do de Dados
= ) .
‘]/ Injector
1 | A
L&e- o
=i |
Detector
Bomba =

«Lixo»

Figura 3.2 — Sistema de andlise por HPLC (Adaptado de Bhardwaj et al., 2015).

Durante o desenvolvimento do método, € necessario selecionar um conjunto de
condi¢Bes iniciais (detetor, coluna, fase movel). A coluna é, naturalmente, a peca de
partida e central de um cromatégrafo. Uma coluna adequadamente selecionada pode
produzir uma boa separagéo cromatogréfica, que fornece uma analise precisa e confiavel
(Gupta et al., 2012; Kumar et al., 2015).

A escolha da melhor coluna requer conhecimento sobre as caracteristicas quimicas da
fase estacionéria, capacidade de retencdo dos compostos, tamanho de particula e a
dimenséo da coluna. Existem varios tipos de matrizes para suporte da fase estacionaria,
incluindo silica, polimeros, alumina e zircénio. A silica € a matriz mais comum para
colunas de HPLC. As matrizes de silica sdo robustas e ndo tendem a comprimir sob
pressdo. A silica é quimicamente estavel na maioria dos solventes organicos e em

sistemas de baixo pH (Gupta et al., 2012; Kumar et al., 2015).

A natureza da fase estacionaria determina se a coluna a ser utilizada € de fase normal
(NP-HPLC) ou fase inversa (RP-HPLC). A cromatografia de fase normal utiliza uma fase
estacionaria polar e uma fase movel nao polar (p.e. hexano). Uma coluna tipica tem um
didmetro interno de cerca de 4,6 mm, e um comprimento de 150 a 250 mm (Kumar et al.,
2015).
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Na cromatografia de fase inversa o solvente utilizado na fase mével (p.e. mistura agua e
metanol) apresenta uma polaridade superior ao enchimento da fase estacionaria (silica
modificada). Assim, 0s componentes que apresentam maior polaridade séo eluidos em
primeiro, pois apresentam uma maior afinidade com a fase moével. Na fase inversa, o
tamanho da coluna é semelhante, mas a silica € modificada e tornada ndo-polar, ligando-
se a hidrocarbonetos de cadeia longa - tipicamente com 8 ou 18 atomos de carbono
(colunas C8 e C18) (Kumar et al., 2015).

Existem diversos tipos de detetores que podem ser utilizados em sistemas de HPLC cuja
funcdo € detetar a presenca de um composto na mistura que sai da coluna
proporcionando um sinal elétrico a um dispositivo de aquisicdo de dados. Os principais
tipos de detetores utilizados em HPLC sao indice de refracdo (IR), UV-VIS, fluorescéncia,
eletroquimico, detetores de condutividade e espectrometro de massa (Bhardwaj et al.,
2015; Gupta et al., 2012; Kumar et al., 2015). Neste trabalho, foi utilizado o detetor UV/Vis

com uma rede de diodos.

As vantagens de HPLC incluem eficiéncia, tempos de corrida de curta duracdo e
sensibilidade. A técnica de HPLC de fase inversa é de longe a mais comum na analise
de carotenoides, embora alguns métodos de fase normal tenham sido desenvolvidos para
a separacdo de misturas de xantofilas (Rodriguez-Amaya, 2016; Finkel’shtein, 2016;
Kopec et al., 2012).

A detecdo por UV/Vis utilizando uma rede de diodos (DAD) é mais comum para analise
de carotenoides por HPLC, embora outros detetores, como detetores eletroquimicos
(ECD), fluorescéncia e MS possam também ser usados (Finkel’'shtein, 2016, Hrvolova et
al., 2016, Irakli et al., 2016; Boboyo-Gil et al., 2012; Irakli et al., 2011).

A técnica de HPLC de fase inversa em colunas C18 tem sido o modo preferido para

separar e analisar carotenoides (Machmudah e Goto, 2013).

As colunas C18 permitem a separacdo de uma ampla gama de analitos, especialmente
agueles com cadeias relativamente curtas e pesos moleculares baixos. A popularidade
da coluna C18 deriva das suas interacdes hidrofébicas fracas com os analitos,
compatibilidade com a maioria dos solventes e com a faixa de polaridade dos
carotenoides e uma ampla disponibilidade comercial (Kumar et al., 2016; Machmudah e
Goto, 2013).

As colunas C30 sdo uma escolha particularmente boa para uma melhor separacéo e alta
resolucdo de isomeros geométricos dos carotenos menos polares, principalmente
licopeno e B-caroteno. No entanto, quando aplicadas a andlise geral de carotenoides, as

colunas C30 permitem obter perfis semelhantes aos obtidos com colunas C18
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convencionais, mas com tempos de corrida cromatografica mais longos. As limitacdes na
aplicacdo de colunas C30 sédo, por conseguinte, a sua capacidade para separar apenas
isbmeros geométricos de carotenoides com uma gama limitada de polaridade e os seus
tempos longos de corrida cromatografica (geralmente 60-100 min, em oposi¢ao a 10-25
min para colunas C18 (Rodriguez-Amaya, 2016; Amorim-Carrilho et al., 2014; Kopec et
al., 2012, Sander et al., 2000).

A eluicao dos carotenoides pode ser feita em modo isocratico ou em gradiente. A eluicdo
em gradiente tem as vantagens de maior poder de resolugéo e sensibilidade melhorada.
No entanto, tem varias desvantagens: maior complexidade; exigéncia de equipamento
mais sofisticado e dispendioso; necessidade de reequilibrio de coluna entre corridas;
reprodutibilidade frequentemente fraca. A eluicdo isocratica é rapida e resulta em tempos
de linha de base estaveis e mais reprodutiveis. E o método mais adequado para andlises
de rotina (Rodriguez-Amaya, 2016; Machmudah e Goto, 2013; Rivera e Canela-Garayoa,
2012).

A regulacdo da temperatura é recomendada para manter a reprodutibilidade. As
variagdes na temperatura da coluna resultam numa flutuacéo substancial dos tempos de
retencdo dos carotenoides. A temperatura também pode influenciar a seletividade
(Machmudah e Goto, 2013).

As propriedades mais importantes a serem consideradas na selecao da fase movel para
a analise de carotenoides sdo a polaridade, viscosidade, volatilidade e toxicidade. O
acetonitrilo tem sido amplamente utilizado devido a sua baixa viscosidade (baixo ruido na
detecdo na zona do UV), requer uma presséo da coluna inferior e, em geral, boa forma
de pico (Amorim-Carrilho et al., 2014; Machmudah e Goto, 2013).

3.6.1.2. Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia

A técnica de HPLC-DAD fornece um grande conjunto de dados fiaveis e detalhados sobre
a composicao de carotenoides dos alimentos. No entanto, devido a problemas ambientais
e econémicos, existe uma procura continua por métodos mais rapidos que usam menos

solventes organicos (Rodriguez-Amaya, 2016).

Desenvolvimentos tecnolégicos em termos de colunas e instrumentacdo levaram a
UHPLC. A técnica de UHPLC, em comparagdo com a técnica de HPLC, utiliza colunas
com particulas de menor didmetro, mais curtas, menores tempos de separacao fazendo

com que as analises sejam mais rapidas (10 min), com caudais mais reduzidos e menor
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volume de injecdo, conduzindo a uma maior resolucédo e sensibilidade (Rodriguez-Amaya,
2016, Gupta et al., 2015; Rivera e Canela-Garayoa, 2012).

Estes métodos devem ser submetidos a ensaios laboratoriais e interlaboratoriais para que
possam garantir resultados fiaveis (Rodriguez-Amaya, 2016; Kaulmann et al., 2014;

Rodriguez-Amaya, 2010).

Os métodos de UHPLC ndo sdo muito comuns para a quantificacdo da vasta gama de
carotenoides, embora alguns autores os tenham usado para analisar simultaneamente

carotenoides e vitaminas lipossollveis (Kopec et al., 2012; Chauveau-Duriot et al., 2010).

3.6.1.3. Outras técnicas de analise

Outro método alternativo de separacdo e andlise de carotenoides em matrizes
alimentares consiste na cromatografia do fluido supercritico (SFC) que utiliza diéxido de
carbono como fase mével. A baixa viscosidade e a alta difusividade permitem que o tempo
de andlise seja muito menor (Finkel'shtein, 2016; Saini e Keum, 2016; Bijttebier et al.,
2014; Matsubara et al., 2012).

A cromatografia liquida unidimensional tem sido usada como uma ferramenta de
separacdo para analise de diversos compostos, incluindo em analise de alimentos. No
entanto, nem sempre proporciona a resolucdo e o poder de separacao necessarios para
obter os melhores resultados em termos de identificacdo de analitos em amostras de
alimentos, especialmente em casos muito complexos. A cromatografia liquida
multidimensional tem emergido como uma alternativa aliciante para analisar matrizes
complexas, uma vez que permite a combinacédo de dois ou mais passos de separacdo
independentes ou quase independentes, aumentando significativamente o poder de
separacao em relac@o as técnicas unidimensionais (Rodriguez-Amaya, 2016; Amorim-
Carrilho et al., 2014).

A cromatografia liquida bidimensional é realizada em duas colunas analiticas com
seletividade ortogonal. Esta técnica possui um dispositivo de transferéncia (uma ou duas
vélvulas de permutacao) posicionado entre as duas colunas que permite o isolamento e

a re-injeccao das fracdes eluidas na segunda coluna (Cacciola, 2016; Dugo et al., 2009).

Apesar das técnicas de cromatografia do fluido supercritico e cromatografia liquida
bidimensional terem apresentado grandes possibilidades de realizacdo de separacdes
complexas de carotenoides, também apresentam equipamentos complexos e caros e

tempos de andlises com cerca de 140 min (Bijttebier et al., 2014).
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No Anexo 3 encontram-se alguns dos métodos cromatogréaficos reportados na literatura

para a determinacéo de carotenoides em diversas matrizes alimentares.

3.7. Material de Referéncia Interno

Apbs validacdo de um método de anadlise, deve exercer-se um controlo da sua execucao
de modo a garantir que as condicfes de validade do método se mantém (Cortez et al,
1996).

Deste modo para poder ter confianga na qualidade dos resultados obtidos, o Laboratorio
deve possuir um sistema de Controlo da Qualidade (CQ). A definicdo de controlo da
qualidade, segundo a ISO 8402, consiste num “conjunto das técnicas e atividades de
caracter operacional utilizadas com vista a responder as exigéncias da qualidade” (Cortez
et al, 1996).

As acdes de CQ podem ser divididas em internas e externas. As acgfes externas
consistem em agdes de CQ efetuadas pelo laboratério, mas cuja realizagdo depende de
uma intervencao exterior ao laboratorio. As agdes internas consistem em agfes de CQ
cuja implementacdo depende apenas da vontade e meios do laboratério, e ndo de um

fator externo (Cortez et al, 1996).

Nas ac¢bes de CQ interno, a periodicidade deve estar de acordo com o tipo de amostras
e analises efetuadas. Em geral, estas a¢des visam controlar a precisdo dos resultados
produzidos pelo Laboratério. As acdes de CQ interno mais utilizadas séo: analise de
amostras em duplicado, uso de amostras-cegas, aplicacdo do método de adicdo de

padrdo e a utilizagdo de material de referéncia interno (MRI) (Cortez et al, 1996).

A utilizagdo do MRI permite um melhor controlo da qualidade dos resultados obtidos e,
também, a reducao de custos pela diminuicao da frequéncia da utilizacdo do material de
referéncia certificado (MRC). Simultaneamente possibilita a reducdo do ndmero de

replicados por amostra reduzindo assim, o consumo de fase mdvel (Cortez et al, 1996).

Os MRI devem apresentar uma estabilidade tal que permita o controlo da precisdo. Para
andlises de rotina, as concentracgdes utilizadas no MRI devem ser parecidas com as das
amostras. Quanto a frequéncia de utilizacdo dos MRI, esta deve ser estabelecida de
acordo com as caracteristicas de cada analise, sendo aconselhado constituirem uma
fracao ndo inferior a 5% do total das andlises para 0s ensaios de rotina. Esta periodicidade
deve aumentar significativamente, no caso de ensaios pouco frequentes (Cortez et al,
1996).
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As cartas de controlo sdo uma parte muito importante do sistema da qualidade interno
uma vez que permitem o controlo da qualidade de resultados através de uma
representacao grafica. A utilizacao das cartas de controlo é um dos meios mais eficientes
de detectar erros e de exercer e visualizar um controlo continuo sobre os resultados

produzidos.

As cartas de controlo partem do principio que a ocorréncia de erros € aleatéria e que
distribuicdo de pontos em torno do valor médio (xm) segue a Lei Normal (ou de Gauss).
Desta forma, a probabilidade de um ponto se situar a mais de 2 desvios-padrdo (2s) do

valor médio € superior a 5%, e a mais de 3 desvios-padréo (3s) excede 0.3%.

Assim, na carta de controlo representam-se para além de uma linha central
correspondente ao valor médio (xm), as linhas de xm + 2s, também designadas como

linhas de aviso e as linhas de xm + 3s, também designadas como linhas de controlo.

Para elaborar uma carta de controlo de médias é necessario estabelecer por ensaios
prévios qual o valor médio e o respectivo desvio-padrao.

3.8. Parametros Estatisticos

O desvio-padrao € um parametro estatistico que representa a forma mais utilizada de
quantificagdo da dispersdo de uma populacdo estatistica (infinita). O desvio-padrdo
informa-nos quanto um elemento individual da populagdo se pode desviar do valor da
média. Estatisticamente, 95% da popula¢édo encontra-se num intervalo de £ 2s, em torno
da média. Para uma populacao limitada, utiliza-se o conceito de desvio-padrédo estimado,

que se apresenta usualmente por “s”, e se refere usualmente, como desvio-padréo.

A incerteza de um resultado é caracterizada segundo o Guia ISO/IEC 99:2008 como um
“parametro ndo negativo que caracteriza a dispersédo dos valores da grandeza que sao
atribuidos a mensurada a partir das informagdes usadas” (Guia ISO/IEC 99, 2008). Para
o calculo da incerteza deve ser considerada ndo s6é a precisdo do laboratorio, mas
também a sua exatiddo, se se tomar em conta que o valor verdadeiro deve estar
compreendido dentro do intervalo de incerteza atribuido ao valor obtido (Cortez et al,
1996).

Por este motivo a determinacao de qualquer parametro estd sempre associada uma
determinada incerteza de medicdo. Quando a incerteza for corretamente estimada, ela
pode ser considerada como uma medida da qualidade do resultado, isto €, quanto menor

a incerteza maior a qualidade (Cortez et al, 1996).
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Para o calculo das incertezas dos resultados recorre-se ao “Guia para a Quantificacdo da
incerteza em Ensaios Quimicos” do Instituto Portugués da Acreditacdo (IPAC) que
permite calcular segundo trés abordagens diferentes: a abordagem “passo a passo’,
abordagem baseada em dados de ensaios interlaboratoriais e abordagem baseada em
dados de validacdo e do controlo interno da qualidade (IPAC, 2007). A abordagem
baseada em dados de validagdo consiste na combinacdo das incertezas determinadas

para a precisdo e exatiddo do método analitico (IPAC, 2007).
A incerteza relativa associada a precisédo é dada pela expresséao (4.4) (IPAC, 2007):

St (k)
x

(4.4)

Ur(precisio) =
Em que:
Ur(precisio) — incerteza relativa associada a precisao

Si (j, k) — desvio padrdo da precisédo intermédia obtido a partir da equacao (4.5)

X — média da concentracdo determinada

O desvio padrao de preciséo intermédia Si (j, k) é dado pela equacéao (4.5):

. e 1 —
i G,10= iz Bt Bhes O (4.5)

Em que:

t — total de amostras analisadas

n — n° de ensaios efetuados por amostra
j — n°daamostra, j=1,t

k- n°do ensaio da amostra, j,k=1,n
yjk—Vvalor do resultado k para a amostra j

y; - representa a média aritmética dos resultados da amostra j

Quando se recorre ao MRC para a determinacdo da exatiddo, é possivel calcular a

recuperacdo média do método (Rm) partindo da equacéo (4.6) (IPAC, 2007):

Rn=2 (4.6)

CMRC
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Em que:

Cobs — CONcentracdo média de uma série de analises do MRC

cure — Valor certificado do MRC

A incerteza associada a exatiddo pode ser calculada através da seguinte expressao (4.7):

= = 2 MRC 2
U(R)= Ru* J(chb)+ (1o 4.7)

Em que:

s&,s — concentragdo meédia de uma série de andlises do MRC

u(cumre)— incerteza padréo associada ao teor certificado do MRC ( referenciada no
certificado do MRC)

n—n° de analises do MRC

Desta forma, a incerteza combinada expandida relativa u(y) € determinada a partir da

combinacédo dos valores obtidos para as incertezas associadas a preciséo e a exatidao,
pela equacgéo (4.8) (IPAC):

u(Y)=y*\/(ulpreciséo)2+(U(ﬁm))2 (48)

Em que:

y — fator de expanséo igual a 2 para intervalo de confianca de 95%.
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4. Materiais e Métodos

O procedimento utilizado para a determinacdo dos teores de carotenoides em produtos
horticolas e em frutos foi previamente validado no INSA (Dias et al., 2008). Este
procedimento esta acreditado pelo IPAC pela norma ISO EN 17025 e utiliza um método

de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Com o objectivo de avaliar o0 efeito da sazonalidade no teor em carotenoides (a-caroteno,
B-caroteno, B-criptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina) foram analisadas diferentes
amostras de frutos (salada de frutas, figos secos, uvas, laranja, maga, pera, meloa e
meldo) e de produtos horticolas (batata, brécolos, tomate, alface, grelos, nabicas,
cenouras, couve-flor, pimentos e feijao-verde) recolhidas em diferentes estacdes do ano,
no ambito do projeto TSDExposure (Total Diet Study, Estudo de Dieta Total). Procedeu-
se também a andlise de outras amostras, tais como péssego, banana, ananas, quivi,
cogumelos, feijao-verde, feijdo frade, passas de uvas e tarte de frutas para a

determinag&o dos seis carotenoides em estudo.

4.1. Reagentes

A agua utilizada no procedimento experimental tinha uma pureza de, pelo menos, grau Il

e foi obtida a partir de um sistema de purificagdo Mili-Q (Millipore).

Acetato de amdnio, CH3COONHq,, p.a, pureza 298%, Merck

Acetonitrilo (ACN), CHsCN, para HPLC, pureza 299,9%, VWR Prolabo

Azoto, Nz, com minimo de pureza 99,9990%

Carbonato de magnésio basico, 4MgCOsMg ( OH).5H.0, p.a, Merck,
Diclorometano, CH.Cl,, para HPLC, pureza 299,8%, Merck

Etanol, C,HsOH, p.a., pureza 299,9%, Merck

Eter de petroleo, p.a, ponto de ebulicdo 40-60°C, Fischer Chemical

Hexano, CsH14, p.a., pureza 299,0%, Merck

Hidroxido de potassio, KOH, lentilhas, p.a., pureza 285%, Prolabo VWR, CAS
1310-58-3

Hidroxitolueno butilado (BHT) (2,6-di-ter-butil-4-metilfenol), C1sH240, p.a., pureza

NS N N N O N N RN

<\

298%, Panreac Sintesis
v' Metanol (MeOH) CH3OH, p.a ,pureza 299,8%, J.T.Baker
v' Metanol (MeOH) CHsOH, para HPLC, pureza 299,9%, J.T.Baker
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Pirogalol (1,2,3,-tri-hidroxibenzeno), C¢HsOs3, p.a., Merck
Sulfato de sddio anidro, Na,SO., p.a, pureza 299%, Merck
Tetra-hidrofurano (THF), C4HsO, p.a., pureza 299,9%, Merck
Trietilamina, CsHisN, p.a, pureza 299%, Merck.

Cloreto de sodio (NaCl), p.a, pureza 299,5%, Merck

4.2. Padrdes

a-Caroteno, [,e-caroteno, pureza (HPLC) =97%, marca: Sigma C-0251, Lote
60H9550

-Caroteno, B,8-caroteno, pureza (HPLC) 296%, marca: Sigma

B-Criptoxantina, 8,p-caroten-3-ol, pureza (HPLC) =297%, marca: Carote Nature
Lote O055R

Licopeno, W,W-caroteno, pureza (HPLC) 295%, marca Biochemica A5311,0005
Lote 07030605

Luteina, B,-e-caroteno-3,3'-diol, pureza (HPLC) 296%, marca Sigma x-6250 Lote
072K4038

Zeaxantina, B,B-caroteno-3,3'-diol,pureza (HPLC) 297%, marca Carote Nature e
Lote 0119R

B-apo-8-carotenal, 8’-apo-B-caroten-8’-al, pureza (HPLC) 297%, Sigma
Equinenona, B,B-caroten-4-ona, pureza (HPLC) 298%, marca Carote Nature Lote
0283R

4.3. Equipamento

Agitador vai-vem horizontal, marca Qlabo, modelo KS-15

Aparelho de ultra-sons, marca Branson, modelo 3510 com controlo de tempo e
temperatura

Balanca analitica, marca Mettler Toledo, modelo XP 204, com preciséo de 0,0001
Bloco de evaporacao seco, marca BuChi Vacuum, modelo B-721

Bloco de evaporagéo seco, marca: Barnstead|Thermolyne modelo: Type 28100
Dri-Batch

Camara frigorifica a temperatura de 5°C, ensaiada com registador de temperatura
LT172 associado a Pt100’s, rastreado a Fluke (EUA), de acordo com ensaio
realizado a 5°C e critério de aceitagcéo + 3°C.

Bomba de vacuo, marca;: Edwards
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v Centrifuga, marca Eppendorf, modelo centrifuge 5804R
v Espectrofotometro, marca Thermo Scientific, modelo Evolution 300 UV-Visible

Spectrophotometer equipado com software VISIOpro

<\

Evaporador rotativo, marca BuUChi, modelo R-210, com ligacdo ao azoto, com
banho de agua (B-491) e regulador de temperatura e unidade de vacuo (V-700)
Frigorifico de 4°C, marca Miele

Homogeneizador, marca IKA yellowline, modelo DI25 basic

Moinho de facas (Grindomix), marca Retsch, modelos GM 200

NN

Placa de agitacdo electromagnética, marca lka Combimag Rct, modelo RCT
87198
Sistema de ultrapurificacdo de agua, modelo Milli-Q, marca Millipore

AN

Ultracongelador a temperatura de -70°C, marca Revco, ensaiado com registador

de temperatura LT211 associado a termopares, rastreado a Fluke (EUA), de

acordo com ensaio realizado a -70°C e critério de aceitagao < -70°C.

v' Vortex, marca: Vortex-Genie e modelo K-550-GE

v' Equipamento de HPLC, marca Waters, modelo 717 plus Autosampler, com detetor
de rede de diodos (DAD) (Diode Array detector), marca Waters, modelo 2998. Foi
utilizado o software Empower como sistema de tratamento de dados

v' Coluna analitica Waters Spherisorb ODS2 revestida com PEEK (Altech,
cat.no.8161), 100 x 4.6 mm (tamanho de particula 5 pm, diametro de poro 80A,
carga de carbono 12%)

v' Coluna analitica Vydac (cat.No.201TP54) de fase invertida, contendo silica

polimericamente modificada com C18, 250 x 4.6 mm (tamanho de particula 5 pm,

diametro de poro 300A, carga de carbono 8%)

4.4. Solucbes
4.4.1. Solugdes de trabalho

X3

%

THF:MeOH (1:1) com 0,1% (p/v) de BHT
Mediu-se 1 L de THF e 1 L de MeOH com uma proveta e juntou-se num frasco ambar.

Seguidamente, juntou-se 2 g de BHT e agitou-se numa placa eletromagnética com a

ajuda de um agitador magnético até a dissolugdo completa.
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% Eter de petroleo com 0,1% (p/v) de BHT
Dissolveu-se 1 g de BHT em 1 L de éter de petroleo num frasco &mbar. Com auxilio de
um agitador magnético agitou-se numa placa electromagnética até dissolugdo completa.

+ Diclorometano com 0,1% (p/v) de BHT

Dissolveu-se 0,1 g de BHT em diclorometano num baldo volumétrico de 100 mL.

Completou-se o volume até ao traco com diclorometano.

¢ Solucdo de KOH em MeOH, a 10% (p/v)

Pesou-se 2 g de KOH para um baldo volumétrico de 20 mL. Para dissolver o KOH,

adicionou-se 3 mL de agua desionizada e encheu-se até a marca com MeOH.

% Solugéo de pirogalol em MeOH

Pesou-se 80 mg de pirogalol para um baldo volumétrico de 20 ml e dissolveu-se em

MeOH. Completou-se o volume até a marca com MeOH.
¢ Solucéo de NaCl a 10% (p/v)
Pesou-se 200g de NaCl para um frasco ambar e dissolveu-se em 2 L de agua. Agitou-se

numa placa eletromagnética com a ajuda de um agitador magnético até a dissolucéo

completa.

4.4.2. Fase moével para HPLC
« Eluente A: Acetroniltrilo
¢ Eluente B
Dissolveu-se 7,7 g de acetato de amoénio em 2 L de MeOH com a ajuda de um agitador
magnético numa placa de agitacdo electromagnética. De seguida, adicionou-se 500 mL
de diclorometano, 5 mL de trietilamina, 10 g de BHT e voltou-se novamente a agitar.

Por fim, filtrou-se através de um filtro de membrana de 0,45 um, apropriado para solventes

organicos e desgaseificou-se no aparelho de ultra-sons durante 15 minutos.

34 Instituto Superior de Engenharia de Lisboa




<+ Fase movel sem diclorometano

Mediu-se 670 mL de acetonitrilo e 230 mL de MeOH para um frasco ambar. De seguida,
adicionou-se 0,9 g de BHT e agitou-se. Filtrou-se através de um filtro de membrana de

0,45 um, apropriado para solventes organicos.

4.4.3. Solucdes de padrdes internos

¢ B-apo-8’-carotenal

Pesou-se 2 mg do padréo para um baldo de 50 mL e completou-se com diclorometano
contendo 0,1% de BHT.

% Equinenona

Pesou-se 2 mg do padrdo para um baldo de 50 mL e completou-se a solugdo com
diclorometano contendo 0,1% de BHT.

4.4.4. Solucdes de padrdes externos

% Solugbes mée individuais de cada carotenoide

Dissolveu-se o conteudo de cada ampola de carotenoide (a-caroteno, -caroteno, B-
criptoxantina, licopeno, luteina, zeaxantina) em diferentes bal6es volumétricos utilizando
diclorometano contendo 0,1% de BHT. Para ampolas de 1 mg de carotenoide utilizou-se

baldes volumétricos de 10 mL e para ampolas de 5 mg, bal6es volumétricos de 50 mL.

% Solugbes padrdo de cada carotenoide para determinacéo espectrofotométrica do

teor

Mediu-se 0,2 ml da solugdo mée de cada carotenoide para baldes volumétricos de 10 mL
e evaporou-se o solvente com azoto. De seguida, reconstituiu-se em 10 mL de hexano
para o a-caroteno, B-caroteno, B-criptoxantina, licopeno e em 10 mL de etanol para a
luteina e zeaxantina. Mediu-se as absorvancias das solu¢des no espectrofotbmetro em
células de quartzo de 1 cm de percurso 6ptico aos comprimentos de onda referidos na
tabela 4.1.
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Tabela 4.1-Coeficientes de extingéo (€) e comprimentos de onda de absor¢do méxima (A) dos
carotenoides (DAN, 2012).

Padréo Solvente A(nm) gi"cﬁm
a-Caroteno Hexano 444 2800
B-Caroteno Hexano 450 2560
Licopeno Hexano 472 3450
B -Criptoxantina Hexano 451 2460
Luteina Etanol 445 2550
Zeaxantina Etanol 450 2540

Calculou-se o teor dos padrfes recorrendo a Lei de Beer-Lambert, através da equacao
(4.1):

Ax10*
Cp = Zm- (4.1)

icm
Em que:
Cp € o teor do padrdo em pg/mL

A é a absorvancia

e/ € o coeficiente de exting&o ou coeficiente de absorgéo (absorvancia de uma

solucdo com um teor de 1 g/100 mL medida numa célula de percurso Optico- 1cm).

“ Solucbes padrdo de cada carotenoide para determinacdo da pureza por
HPLC

Pipetou-se 0,2 ml de cada uma das solu¢des mée para 6 baldes de 10 mL e completou-
se o0 volume com fase movel sem diclorometano. O valor da pureza de cada um dos
padrdes é posteriormente utilizado para determinar a concentragdo real dos padrdes que

se encontra presente em cada solucdo padréo de trabalho.
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¢ Solucbes padrao de trabalho (curva de calibracao)

Preparou-se 6 solugdes padrdo de trabalho sendo cada uma delas constituida pela
mistura dos diferentes padrbes. As diluicbes foram feitas conforme a tabela 4.2 e

completou-se o volume com fase movel sem diclorometano.

Tabela 4.2-Solucdes padréo de trabalho.

Nivel da sol. padrédo | 1 2 3 4 5 6

Vol. sol. mée (mL) -- 0,25 0,20 0,30 0,40 0,50
Vol. sol. nivel 6 (mL) | 0,25 -- - - - -

Volume baldo (mL) 10 25 10 10 10 10

4.5. Procedimento experimental

Os analitos (a-caroteno, B-caroteno, B-criptoxantina, licopeno, luteina, zeaxantina)
presentes nas varias matrizes alimentares foram extraidos com THF e MeOH. Os extratos
provenientes de matrizes que continham ésteres dos analitos foram em seguida
saponificados para obter os carotenoides na forma livre. A separacdo e a andlise foram
feitas por HPLC em fase invertida, com dete¢é@o no UV/Visivel a um comprimento de onda

de 473 nm para o licopeno e 450 nm para os restantes carotenoides. A identificagéo e
quantificagé@o foram feitas recorrendo a padrées externos.

Para o célculo dos resultados finais utilizou-se folhas de calculo previamente validadas,
como a apresentada no Anexo 4, bem como retas de calibracdo que foram construidas
para cada um dos seis carotenoides, onde as concentracdes das solu¢des padrao foram
calculadas com base nas medidas de absorvancia feitas para cada analito, como a
apresentada no Anexo 5.

Todos os resultados obtidos foram corrigidos considerando a recuperacéo de um padrao
interno (equinenona no caso dos legumes verdes e pimentos e (B-apo-8’-carotenal nos

restantes casos), adicionado no inicio do processo de extracao.

4.5.1. Identificagdo das amostras

Analisaram-se varias amostras de alimentos que fazem parte da alimentagdo da

populacdo portuguesa tais como: frutos (laranja, péssego, banana, ananas, uvas, kiwi,
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salada de frutas, maca, pera, figos, meloa, meldo), produtos horticolas (batata, brdcolos,
tomate, alface, grelos, nabigas, cenouras, couve-flor, pimentos, feijdo verde, cogumelos),
passas de uvas, tartes de frutas com frutos secos, feijdo-frade e outras variedades de
feijdo (mistura de encarnado, branco, manteiga e preto).

As amostras foram adquiridas em supermercados e hipermercados da regido da grande
Lisboa no ambito do projeto TDSExposure. Com vista ao estudo do efeito da
sazonalidade, algumas amostras forma recolhidas em diferentes estacdes do ano.

As amostras ja se encontravam preparadas no laboratério. No entanto, é importante
referir que cada amostra foi preparada a partir de 12 sub-amostras para ser representativa
de cada um dos alimentos em andlise. As amostras sdlidas foram trituradas e
homogeneizadas no moinho e sujeitas a processos de extracdo e, quando necessaério,

submetidas a saponificacao.

4.5.2. Extragcéo

Num erlenmeyer de 100 mL, pesou-se cada amostra numa balanca analitica. A massa
das amostras variou entre 2 e 20 g consoante o contelldo em carotenoides que era
esperado.

Adicionou-se 1 g de carbonato de magnésio e de seguida adicionou-se 50 ml da mistura
de THF:MeOH (1:1) com 0,1% de BHT.

Juntou-se 0,2 mL de solug&o de padrao interno (equinenona no caso de legumes verdes
e pimentos e B-apo-8’-carotenal nos restantes casos). Paralelamente também foi
analisado o padrdo interno na mesma concentracao em que foi adicionado as amostras.
A mistura foi colocada no homogeneizador, a 19000 rpm durante 1 min.

Filtrou-se a suspensdo obtida através de um filtro de fibra de vidro, utilizando um Kitasato
sob vacuo com o respetivo funil de Biichner. Lavou-se o homogeneizador e o erlenmeyer
com mais 50 mL da mistura de THF:MeOH (1:1) e filtrou-se. Lavou-se o bolo de filtracdo
com mais 2x50 mL da mistura de THF:MeOH (1:1).

Seguidamente, numa ampola de decantacdo procedeu-se a uma extracédo liquido-liquido
com éter de petréleo onde ocorreu a passagem dos analitos para a fase superior.
Transferiu-se os extratos combinados correspondentes a cada amostra para uma pera
de evaporacédo e evaporou-se o solvente num evaporador rotativo.

Reconstitui-se o residuo sélido em 0,5 mL de diclorometano e 4,5 mL de fase mével sem
diclorometano.

Filtrou-se através de filtros de seringa 0,45 pm e transferiu-se para frasquinhos

apropriados para andlise no HPLC.
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4.5.3. Saponificagéo

Foi necessario fazer a saponificacdo de algumas das solu¢des obtidas anteriormente,
para a determinacdo de carotenoides que se encontrem nas formas esterificadas ou para
a determinacdo de carotenoides em amostras que continham gordura. As amostras
saponificadas foram as de péssego, banana, ananas, laranja, uvas, kiwi, salada de frutas,
maca, pera, figos secos, batata, meloa e melao.

Para estas amostras, transferiu-se 2,0 mL da solu¢éo reconstituida obtida anteriormente
resultante da extracao dos analitos para tubos de vidro roscados, seguidamente colocou-
se sobre azoto e guardou-se até ao dia seguinte a temperatura de 5+3°C.

No dia seguinte, evaporou-se o conteido dos tubos de vidro roscados até a secura
utilizando o bloco de evaporagéo.

Adicionou-se 0,75 mL da solucéo de pirogalol e de seguida 0,75 mL de solucdo de KOH.
Purgou-se o ar do interior dos tubos por varrimento com azoto e misturou-se no vortex
até a dissolugdo completa do residuo.

No agitador vai-vem colocou-se os tubos na horizontal a 250 rpm durante 1 a 3 h,
dependendo do tipo de amostra a analisar.

Seguidamente, adicionou-se 1,5 mL de agua, purgou-se com azoto e misturou-se no
vortex. Adicionou-se 3 mL de éter de petréleo e purgou-se com azoto.

Agitou-se novamente os tubos no agitador vai-vem horizontal a 250 rpm durante 5 min e
de seguida centrifugou-se durante 2 min a 2000 rpm.

Transferiu-se a fase superior com a ajuda de uma pipeta de Pasteur de vidro para um
tubo de vidro limpo. Repetiu-se a extragdo mais duas vezes com éter de petroleo.
Colocaram-se as fases superiores num bloco de evaporacdo para evaporacdo do
solvente sob azoto.

Por ultimo, reconstitui-se em 0,2 mL de diclorometano e 1,8 mL de fase moével sem
diclorometano. Transferiu-se com uma pipeta de Pasteur de vidro para frasquinhos

apropriados para analise no HPLC.

4.54. Condi¢cbes cromatograficas

As condic@es utilizadas na andlise cromatografica pela técnica de (HPLC) encontram-se

representadas na tabela 4.3.
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Tabela 4.3-Condicdes cromatogréaficas utilizadas na andlise por HPLC.

Parametros Condicbes
Modo de eluigcao Em gradiente segundo a tabela 4.4
Caudal 1,5 mL /min
Volume de injecéo 50 pL

473 nm licopeno

Detegdo 450 nm restantes carotenoides
Temperatura 21°C
Tempo de corrida Cerca de 35 min

Na tabela 4.4 apresentam-se as condi¢des aplicadas no modo de eluicdo em gradiente.

Tabela 4.4-Condicées aplicadas no modo de eluigdo em gradiente.

Tempo (min) | %Eluente A | %Eluente B

0 67 33
14 67 33
17 75 25
30 75 25
33 72 28

34,5 67 33

4.5.5. ldentificacdo dos analitos
Os analitos foram identificados pela comparacdo dos seus tempos de retengcdo com 0s

dos respetivos padrbes. Para além disso procedeu-se a confirmacgéo da identidade dos

analitos por comparacéo do espectro de cada analito na amostra com o do padréo.
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4.5.6. Quantificagdo dos analitos

A quantificacdo dos analitos foi obtida a partir do método do padrédo externo utilizando
uma curva de calibracdo que relaciona a concentragdo das solu¢des padrao com as areas
dos respetivos picos.

O software “Empower” integrado no sistema de HPLC “Waters” permitiu calcular o teor
dos carotenoides presentes na amostra recorrendo as curvas de calibracdo construidas
para o efeito (Anexo 4).

O teor do analito nas amostras (C em mg/100 g) foi calculado através da seguinte
expressao (4.2):

Csivf

C=10
mRd

(4.2)

Onde:

10 é um fator de conversao de unidades (conversdo ug/g para mg/100 g)
Csi € o teor do analito na solucdo de amostra que foi analisada (ug/mL)
Vi é o volume final em que se reconstituiu a amostra (mL)

m é a massa da toma de amostra (g)

R € a recuperacao do padréo interno (%)

d é a diluicdo efetuada na solucdo de amostra ap0s reconstituicao

De forma a avaliar o rendimento do procedimento analitico, foi determinada para cada
amostra a recuperacado do padréo interno (R). Esta recuperacdo foi calculada através da
raz&o entre a area do pico de padrdo interno na solucdo da amostra e na solugéo de
padrdo interno individual. Para a comparacao dos valores, utilizou-se o padrdo em igual

concentragao nas duas solugoes.

O método analitico utilizado no laboratério do INSA para a determinacédo de carotenoides
em frutos e produtos horticolas encontra-se acreditado pela norma ISO EN 17025,
avaliando os seguintes parametros: linearidade (0,05-5,0 pug/mL, r? 2 0,995); sensibilidade
(34-51x10* AUxminxmL/pg); precisédo intermédia — 5,3-18%, sem saponificacdo — 2,1-
12%; recuperacdo com saponificacdo (65% a 85%) e sem saponificacdo (83% a 102%);
limite de deteccédo — 12-18 pg/mL (0,58-0,92 ug/100 g) e limite de quantificacdo — 35-55
pg/mL (1,8-2,8 ug/100 g) (Dias et al., 2008).
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4.6. Utilizacdo do material de referéncia interno

Neste trabalho, utilizou-se um material de referéncia (MR) interno a base de cenoura,
brécolos, péssego e tomate desenvolvido por Silva (2014) para permitir um melhor
controlo dos resultados obtidos, isto é, da precisédo dos resultados obtidos no Laboratorio,

funcionando como uma amostra de controlo da qualidade.

Para a uma melhor visualizagdo do controlo continuo sobre os resultados produzidos e
consequentemente melhor detecdo de erro, recorreu-se ao emprego das cartas de

controlo de médias.

Para a construcdo da carta de controlo de médias, foi necessario calcular a linha central
correspondente ao valor médio (x ), as linhas de aviso ( X + 2s) e as linhas de controlo
(x £ 3s). O valor médio e o desvio padréao foram os obtidos nas dozes sub-amostras deste
material que foram preparadas e analisadas por Silva (2014).

No anexo 6 apresentam-se 0s valores médios e o desvio-padrao calculados que foram
utilizados para a construcéo das cartas de controlo bem como os respectivos valores das

linhas de aviso ( X *+ 2s) e as linhas de controlo( ¥ + 3s) para cada carotenoide.

4.7. Diferenca Minima Significativa (DMS)

Neste trabalho, recorreu-se a determinacao da Diferenga Minima Significativa (DMS) para
a avaliacdo das diferencas entre os teores de carotenoides nas amostras, em particular

nos estudos da sazonalidade.

A diferenca minima significativa (DMS) pode ser determinada pela equacéo (4.3):

DMS = ts \E (4.3)

Em que:
S - desvio padréao

t - valor obtido a partir da distribuicdo t com um intervalo confianca de 95% para os

graus de liberdade de s
n - nimero de amostras

Para avaliar a diferenca nos teores de carotenoides em amostras recolhidas em diferentes

ts

estacOes do ano, substituiu-se NG

pelo valor médio da incerteza combinada expandida
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da medicdo para um nivel de significAncia de 5% (Dias et al., 2009). A incerteza
expandida relativa representa o produto da incerteza combinada pelo fator de expansao.
Para uma distribuicdo normal, frequentemente assume-se 95% de probabilidade, a que

corresponde um fator de expanséo de “2” (Cruz, 2004).

A incerteza dos resultados das medicdes foi previamente avaliada recorrendo a diversas
matrizes de produtos horticolas e de frutos que resultaram de trabalhos realizados
anteriormente no Laborat6rio de Quimica do INSA. Assim, a incerteza expandida (fator

de cobertura (de 95%) relativa de cada carotenoide foi de:

31%-a-caroteno
30%-B-caroteno
27%-licopeno
37%-luteina

40%-zeaxantina

N NN

29%-[3-criptoxantina

A avaliagéo das diferencas entre os teores de carotenoides nas amostras recolhidas em
diferentes estacdes do ano foi determinada pela comparacédo do valor da DMS, obtido a
partir do valor médio da incerteza expandida de cada carotenoide, com a diferenca entre
os teores de carotenoides em duas estacdes do ano. Desta forma, se a DMS for maior
que a diferenca entre os teores de carotenoides em duas estac¢des do ano, significa que
existem diferencgas significativas, caso contrario, se a DMS for inferior significa que néo

existem diferencas significativas sendo os teores semelhantes.
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5. Resultados e Discussao

Como j4 foi referido anteriormente neste trabalho, para a determinacéo de carotenoides
nos frutos e produtos horticolas pela técnica de HPLC, foi utilizado o procedimento
validado no INSA que esta acreditado pelo IPAC pela norma ISO EN 17025 (Dias et al.,
2008).

A titulo exemplificativo, apresenta-se na figura 5.1 um cromatograma relativo a anélise de

uma amostra (salada de frutas) contendo os seis carotenoides em estudo.

0.00—4J’
L e e e e e e
000 200 400 600 800 1000 12.00 1400 1600 18.00 2000 2200 2400 2600 2800 30.00
Minutes

Figura 5.1- Cromatograma da amostra de salada de frutas contendo 1 - luteina (tr=5,019 min),
2 - zeaxantina (tr=5,340 min), 3 — B-criptoxantina (tr=8,426 min), 4 — equinenona (tr= 8,836 min),
5 - licopeno (tr=12,110 min), 6 — a-caroteno (tr=15,310 min) e 7- B-caroteno (tr=16,783 min).

No método analitico utilizado a quantificagdo dos analitos foi feita por calibracéo externa,
corrigindo-se o0s resultados com a recuperacdo do padrdo interno. As taxas de
recuperagdo variaram entre 60% e 120% nas amostras que ndo requereram
saponificacdo, e entre 40% e 60% para as que foram saponificadas, isto é, de uma forma
geral a saponificacdo reduz a recuperacao do padréo interno e por isso podera destruir
uma parte dos carotenoides, s6 devendo ser realizada quando for estritamente
necessaria.

Para o estudo do efeito da sazonalidade, utilizou-se a Diferenca Minima Significativa
(DMS) para a avaliacéo das diferencas entre os teores de carotenoides nas amostras ao
longo do ano. Esta foi calculada a partir de incerteza expandida da medicao para um nivel
de significancia de 5% (Dias et al., 2009) de acordo com os referidos no ponto 4.7. Nos
anexos 7 e 8 , apresenta-se a DMS calculada para cada um dos carotenoides nas

amostras de frutas e produtos horticolas analisadas sob o ponto de vista da sazonalidade.
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No sentido de avaliar se a época considerada ideal para o0 consumo dos frutos e produtos
horticolas em Portugal coincide com o periodo em que estes produtos apresentam o teor
total em carotenoides mais elevado, foi consultado o documento que é apresentado no
Anexo 2.

5.1. Andlise do Material de referéncia interno
No decorrer deste trabalho, foram analisadas cinco amostras do material de referéncia
interno para o controlo da qualidade interna. A titulo exemplificativo, apresenta-se no

anexo 9 um cromatograma relativo a analise do material de referéncia interno.

Os valores médios do teor em carotenoides obtidos para cada amostra de material de

referéncia interno analisada encontram-se representados na tabela 5.1.

Tabela 5.1- Teores dos carotenoides nas amostras do MR interno (mg/100 g).

Amostras * * Licopeno Luteina | Zeaxantina _ F _
caroteno | caroteno criptoxantina
0,2473 0,6814 3,3077 0,0631 0,0355 0,0992
0,1922 0,5549 2,9115 0,0700 0,0462 0,1129
MR interno 0,2678 0,7090 1,3799 0,0701 0,0472 0,1463
0,2835 0,7086 1,7707 0,0714 0,0372
0,2334 0,7744 2,0594 0,0682 0,0463

5.1.1. Carta de Controlo de médias

As cartas de controlo permitem o controlo da qualidade de resultados através de uma
representagdo grafica. A utilizacao das cartas de controlo € um dos meios mais eficientes
de detectar erros e de exercer e visualizar um controlo continuo sobre os resultados

produzidos.

Nas figuras que se seguem (Figuras 5.2 a 5.7), apresentam-se as cartas de controlo de

médias construidas para os seis carotenoides em estudo.
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Figura 5.2- Carta de controlo de médias para o a-caroteno.
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Figura 5.3 - Carta de controlo de médias para o B-caroteno.
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Figura 5.4 - Carta de controlo de médias para o licopeno.
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Figura 5.5 - Carta de controlo de médias para a luteina.
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Figura 5.6 — Carta de controlo de médias para a zeaxantina.

017 B-criptoxantina
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Figura 5.7- Carta de controlo de médias para a B-criptoxantina.

Pela observagéo dos graficos da figura 5.2 a 5.3 é possivel verificar que para as cinco
amostras de material de referéncia interno analisadas, os teroes em a-caroteno, -
caroteno e licopeno encontram-se dentro das linhas de aviso ( X + 2s) significando que
95% dos valores encontram-se dentro do intervalo de dois desvios padrdo. De acordo

com os resultados obtidos, podemos concluir que o método analitico nas condi¢Bes
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utilizadas no laboratdrio teve um bom desempenho na analise do a-caroteno, -caroteno
e licopeno.

Na figura 5.4 é possivel verificar que para as cinco amostras de material de referéncia
interno analisadas, os teores em licopeno encontram-se dentro das linhas de aviso ( x +
2s) para quatro amostras e uma encontrava-se entre a linhas de aviso ( ¥ + 2s) e a linha
de controlo ( x + 3s). Pela observacéo dos gréficos da figura 5.5 e 5.6 é possivel verificar
gue para as cinco amostras de material de referéncia interno analisadas, os teores em
luteina e zeaxantina se encontravam dentro das linhas de aviso ( X + 2s) significando que
95% dos valores se encontram dentro do intervalo de dois desvios padrdo. Para a figura
5.7, apenas foram considerados os resultados obtidos na andlise de trés amostras do
material de referéncia interno. Pela observac¢éo da figura, verifica-se que 95% dos valores
encontram-se dentro do intervalo de dois desvios padréo.

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que o método analitico nas

condig@es utilizadas no laboratério teve um bom desempenho.

5.2. Carotenoides em amostras de frutos avaliados sob o ponto

de vista da sazonalidade

Conforme ja foi referido no Capitulo 4 - Materiais e Métodos, foram analisadas diversas
amostras de frutos (salada de frutas, figos secos, uvas, laranja, maca, pera, meloa e
meldo) recolhidas em diferentes estacdes do ano (verdo, outono e inverno) no ambito do
projeto TSDExposure (Total Diet Study, Estudo de Dieta Total) com vista a determinacao
do seu conteudo em carotenoides e ao estudo da influéncia da sazonalidade. Para as
matrizes meloa e meldo, estudou-se apenas a influéncia da sazonalidade para duas

estacOes do ano (primavera e verao).

Os resultados obtidos para as amostras de salada de frutas, figos secos, uvas, laranja,
maca e pera para a estacdo do ano primavera ndo foram obtidos no d&mbito desta tese,
mas por Silva (2014). A sua apresentacao nesta tese tem como finalidade fazer o estudo

comparativo entre as quatro estacdes do ano.

5.2.1. Influéncia da sazonalidade

Os teores em carotenoides obtidos a partir da analise de amostras de frutos recolhidas

em diferentes estacdes do ano, encontram-se referidos na Tabela 5.2.
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Figos éra Magca Laranja Uvas Salada de Amostra
secos

Meloa

Melao

Frutas

Tabela 5.2- Teores de carotenoides nas amostras de frutos analisadas para o estudo do

Estacéo

Primavera#
Veréo
Outono
Inverno
Primavera#
Veréo
Outono
Inverno
Primavera#
Verao
Outono
Inverno
Primavera#
Veréo
Outono
Inverno
Primavera#
Verao
Outono
Inverno
Primavera#
Veréo
Outono
Inverno

Primavera

Verao

Primavera

Verao

o
caroteno
0,019°
0,00522
0,0023°
0,00512
ND
ND
ND
ND
ND
0,0084
ND
ND
ND
(0,0011)
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND

ND
ND

ND

B_

caroteno
0,089¢
0,020°
0,0442
0,0402
0,0272
0,0262
0,02002
0,0262
0,060°
0,037b
0,00722
0,0142
0,0222
0,015°
0,0232
0,0041°
(0,0016)
ND
ND
ND
0,019°
(0,0012)
(0,0014)
0,00802

0,382

0,099°
0,00862

0,050°

Licopeno

0,0142
0,10°
0,18°
0,0262
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
0,00382
0,014°

ND

ND
ND

ND

efeito da sazonalidade.

Luteina

0,033
0,022
0,031
0,033
0,038
0,057°
0,022¢
0,047%
0,024°
0,0132
0,0144
0,0069¢
0,00672
0,022°
0,024°
0,018°
0,0098°
0,0097°
0,011°
0,0142
0,022
0,0088°
0,014°
0,0088°

0,0412

0,0412
0,0112

0,025°

Teor (mg/100 g)*

Zeaxantina

0,020
0,01°
0,023
0,014
0,00542
0,00512
ND
0,00362
0,055
0,0482
0,019°
0,021
0,00582
0,0028°
0,0032°
0,0034°
0,00632
0,0026°
0,0029°
0,00492
0,040
0,0083°
0,0090°
0,0095P

ND

ND
ND

ND

criptogantina
0,013¢
0,042
0,030%
0,025°
ND
ND
ND
ND
0,056
0,034°
0,035°
0,0492
0,00382°
0,0062¢
0,00482
0,0027°
ND
ND
ND
ND
ND
0,00322
0,00372
0,00322

ND

ND
ND

ND

C.Totais
(mg/100g)**

0,19
0,19
0,30
0,14
0,07
0,09
0,04
0,08
0,20
0,14
0,08
0,09
0,04
0,05
0,06
0,03
0,02
0,01
0,01
0,02
0,08
0,02
0,03
0,04

0,42

0,14
0,02

0,07

ND-N&o detetado (limites de detegdo em mg/100g: a-Caroteno-0,0009, (3-Caroteno-0,001, Licopeno-0,0008,
Luteina-0,0007, Zeaxantina-0,0008 e B-Criptoxantina-0,0006)

() — Entre o limite de detec&o e o limite de quantificacéo (limites de quantificagdo em mg/100 g: a-caroteno-
0,002, B-caroteno-0,003, licopeno-0,003, luteina- 0,002, zeaxantina-0,002 e B-criptoxantina-0,002)
* — Para cada tipo de amostra resultados que apresentem letras diferentes na mesma coluna apresentam

diferencas significativas (p<0,05)

#-Silva (2014).

** - Carotenoides Totais
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Com base nos resultados obtidos para todas as amostras de frutos (Tabela 5.2), foi
possivel verificar que os carotenoides presentes na maior parte das matrizes alimentares
sdo o B-caroteno (em pelo menos 67% das amostras), zeaxantina (em pelo menos 75%
das amostras) e a luteina que se encontra presente em todas as amostras analisadas.
A amostra de salada de frutas foi a que apresentou maior teor de a-caroteno (0,019
mg/100 g), B-caroteno (0,089 mg/100 g) e também licopeno (0,18 mg/100 g).

O maior teor de luteina foi encontrado na amostra de uvas (0,057 mg/100 g). A amostra
de laranja foi a que apresentou um teor mais elevado de zeaxantina (0,055 mg/100 g) e
B-criptoxantina (0,056 mg/100 g).

A amostra de salada de fruta foi a que apresentou um teor total de carotenoides superior.
Este resultado podera estar relacionado com o facto de as saladas de frutas conterem
frutos tropicais, nomeadamente manga e papaia, que sao frutos tropicais muito ricos
nesses produtos.

Para uma discussdo mais pormenorizada sobre a composicao de carotenoides de cada
uma das amostras, apresentam-se os resultados em graficos de barras de forma a facilitar

a sua com parag:éo.

e Salada de frutas

Pela figura 5.8 é possivel verificar que todos os carotenoides estavam presentes nas
amostras de salada de frutas, sendo a Unica amostra para a qual foi possivel identificar
e quantificar todos os carotenoides em estudo. O a-caroteno é o carotenoide que se
apresenta em menor quantidade no verao, outono e inverno. Com base na DMS calculada
para cada um dos carotenoides nas amostras de salada de frutas analisadas, os
resultados sugerem que as saladas de fruta no verdao e no outono tém, relativamente as
outras esta¢gfes do ano, quantidades mais elevadas de licopeno e na primavera teores
mais elevados de B-caroteno. O teor em B-caroteno é semelhante nas amostras
recolhidas na estagdo de inverno e outono. O teor em licopeno € semelhante nas
amostras recolhidas na estacdo de primavera e inverno. Os teroes em a-caroteno e
zeaxantina sdo semelhantes nas amostras recolhidas na estagéo de verdo e inverno. Os
teores em luteina e B-criptoxantina na amostra recolhida na estacdo do outono séo

semelhantes aos da estagéo de verao e inverno.
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H Primavera Verdo mQutono ™ Inverno

Figura 5.8- Teor de carotenoides nas amostras de salada de frutas nas quatro esta¢es do

ano.

e Uvas

Quanto as uvas, conforme a Figura 5.9, apenas foi possivel quantificar 3-caroteno, luteina
e zeaxantina, sendo que, na amostra recolhida no outono, néo foi detetada zeaxantina. A
luteina é o carotenoide preponderante nas uvas em qualquer uma das estacfes do ano
sendo a amostra recolhida no verdo a que apresentou o teor mais elevado. Os resultados
obtidos sugerem que o teor total em carotenoides néo varia muito ao longo do ano embora
seja superior no verdo, época em que também se recomenda o consumo deste tipo de

fruta em Portugal (Anexo 2).

0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 -
0,02 -
0,01

0 | -

B-caroteno luteina zeaxantina

Teor (mg/100g)

M Primavera Verdo ™ QOutono M Inverno

Figura 5.9- Teor de carotenoides em uvas nas quatro estagdes do ano.
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De acordo com a DMS € de notar que o teor em B-caroteno é semelhante nas quatro
estacdes do ano; o teor em luteina € semelhante nas estagdes da primavera e inverno e
nas do verao e inverno; o teor em zeaxantina € semelhante nas estacfes do ano em que

foi detetada.

A avaliacdo do efeito da sazonalidade nas amostras de uvas revelou que existe diferencas
significativas no teor em luteina ao longo do ano ao contrério dos teores em (3-caroteno e

zeaxantina que se mantém semelhantes.

e Laranjas

No que se refere as laranjas, conforme a Figura 5.10, na andlise efetuada foram
gquantificados o0s seguintes carotenoides: [(-caroteno, luteina, zeaxantina e -
criptoxantina. Apenas a amostra recolhida no verdo revelou a presenca de a-caroteno
embora numa situagao minoritaria em relacao aos outros carotenoides. Considerando as
guatro estagbes do ano, as laranjas recolhidas na primavera apresentaram um teor total
em carotenoides significativamente superior. Os resultados obtidos sugerem, assim, um
teor de carotenoides superior na primavera, estacdo do ano que também se recomenda

0 consumo desta fruta em Portugal (Anexo 2).

0,07 +
0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 -
0,02 -

Teor (mg/100g)

0,01

a-caroteno B-caroteno luteina zeaxantina B-criptoxantina

M Primavera Verdo ™ QOutono M Inverno

Figura 5.10- Teor de carotenoides em laranjas nas quatro estagées do ano.

Com base na DMS verifica-se que:
- O teor em B-caroteno nas laranjas foi semelhante na estacdo de inverno e outono.
- O teor em zeaxantina foi semelhante nas amostras de primavera e verdo e superior ao

determinado no inverno e outono, que sao aproximadamente semelhantes.
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- O teor em B-criptoxantina foi semelhante na estacéo primavera e inverno e superior ao

teor no verado e outono, sendo que estes ndo diferem significativamente.

e Maca

Quanto a maca e como se apresenta na Figura 5.11 foi possivel quantificar o 3-caroteno,
luteina, zeaxantina e (B-criptoxantina em todas as esta¢cdes do ano. No caso da amostra
recolhida no verao foi ainda possivel detetar o a-caroteno, mas o seu teor encontrava-se
abaixo do limite de quantificacdo. A amostra da primavera revelou o maior teor em
zeaxantina. O B-caroteno foi o carotenoide predominante na primavera e a luteina foi
maioritaria no verdo, outono e inverno. Ao longo do ano, a varia¢do do teor total em
carotenoides nas magcas foi pouco significativa embora os teores de B-caroteno e luteina
sejam superiores no outono. Dai ser aconselhdvel em termos de ingestdo de
carotenoides, o consumo de macas nessa época do ano tal como é indicado no

documento apresentado no Anexo 2.
0,03 -
0,025 -
0,02
0,015

0,01

Teor (mg/100g)

0,005

0
B-caroteno luteina zeaxantina  B-criptoxantina

M Primavera Verao m Qutono HlInverno

Figura 5.11- Teor de carotenoides em macas nas quatro estagdes do ano.

Com base na DMS é de salientar que:
- O teor em B-caroteno foi semelhante nas amostras recolhidas na esta¢des da primavera

e outono.
- O teor em luteina foi semelhante nas amostras recolhidas nas estac6es do verdo, outono

e inverno e significativamente superior ao da amostra recolhida na primavera.

A analise de resultados mostra que existiu alguma variabilidade nos teores de cada

carotenoide nas diferentes estacfes do ano. As maiores variagdes ocorreram no teor de
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luteina na estacdo da primavera e no do B-caroteno no inverno com teores inferiores aos

verificados ao longo do ano.

e Pera

No que diz respeito a péra (Figura 5.12) so6 foi possivel detetar e quantificar luteina e
zeaxantina em todas as estacds do ano. Na primavera foi possivel identificar o [3-
caroteno, mas 0 seu teor encontrava-se abaixo do limite de quantificacdo. Nas quatro
estacdes do ano a luteina foi o carotenoide presente em maior quantidade, mas o seu
teor foi significativamente superior no inverno. Na primavera, as peras apresentaram o

maior teor de zeaxantina.

0,016
0,014 -
0,012 -
0,01 -
0,008 -
0,006 -
0,004 -
0,002 -

Teor (mg/100 g)

luteina zeaxantina

M Primavera Verdao M Outono M Inverno

Figura 5.12- Teor de carotenoides em péras nas quatro estacées do ano.

Com base na DMS é de realgar que:

- O teor em luteina nas esta¢cfes da primavera, verdo e outono foi semelhante e inferior
ao encontrado no inverno.

- Os teores de zeaxantina nas peras na primavera e inverno foram semelhantes e
superiores aos que se encontraram no verdo e outono 0s quais também foram

semelhantes entre si.

e Figos secos

Relativamente aos figos, pela observagéo do grafico de barras da Figura 5.13 verifica-se
a presenca de B-caroteno, licopeno, luteina, zeaxantina e 3-criptoxantina. Nao foi possivel
detetar a-caroteno em nehuma das amostras. Para além disso, no verdo e no outono nao

foi possivel quantificar o B-caroteno e na primavera e no verao néo foi detetado licopeno
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nos figos. A zeaxantina e luteina foram encontradas em todas as esta¢des do ano embora
com teores mais elevados na primavera.
Quanto ao teor total de carotenoides, verificou-se uma variacdo pouco significativa ao

longo do ano, apresentando o maior valor na primavera.

0,045
0,04 -
0,035 -
0,03 -
0,025 -
0,02 -

0,015 -

0,01 -

0,005 - l
0 ‘

B-caroteno licopeno luteina zeaxantina B-criptoxantina

Teor (mg/100g)

M Primavera Verdo ™ Qutono M Inverno

Figura 5.13- Teor de carotenoides em figos secos nas quatro estagdes do ano.

Com base nos resultados da DMS destaca-se que o teor em (3-caroteno foi diferente entre
as amostras recolhidas na estacdo da primavera e inverno; o teor em zeaxantina e luteina
€ superior na amostra recolhida na estacao da primavera; o teor em licopeno é superior
na estagao do inverno; o teor em B-criptoxantina ndo apresentou diferencgas significativas

nas estacdes em que foi detetado.
e Meloa

Quanto a meloa (Figura 5.14), com as analises efetuadas, verificou-se apenas a presenca
de B-caroteno e luteina nas duas esta¢cfes do ano (primavera e verdo). O carotenoide
proponderante tanto na primavera como no verao foi o -caroteno.

Na primavera o teor total de carotenoides € superior ao determinado no veréo pelo que,
em termos dos carotenoides disponivel, € aconselhavel o consumo de meldo durante a
primavera, fato que ndo coincide com o periodo recomendado no documento no Anexo
2.
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Figura 5.14- Teor de carotenoides em meloa em duas esta¢des do ano.

Com base na DMS verifica-se:

- O teor em B-caroteno foi superior na estacdo da primavera e diferente do determinado
no verao.

-O teor em luteina na meloa foi semelhante na primavera e no veréo.

e Meldo

Relativamente ao melédo (Figura 5.15), verificou-se apenas a presenca de -caroteno e
luteina. No verdo verificaram-se maiores teores de [B-caroteno e luteina do que na
primavera. Os resultados obtidos sugerem que o teor total em carotenoides é superior no
verao pelo que a ingestdo de meldo nessa época do ano possibilita uma maior ingestéo

de carotenoides, facto que coincide com o periodo recomendado (Anexo 2).
0,060 -
0,050 -
0,040 -
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0,010 - l
0,000 .
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Figura 5.15- Teor de carotenoides em amostras de meldo em duas estacdes do ano.
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Com base na DMS verifica-se que:
- Os teores em B-caroteno séo diferentes nas amostras disponiveis na estacdo da

primavera e do verdo. O mesmo se passa com a luteina.

-Avaliagcéo da sazonalidade

Em relagéo a avaliagdo do efeito da sazonalidade nas amostras de frutos observaram-se
diferencas significativas no teor em carotenoides ao longo das estacdes o0 que sugere que
o efeito da sazonalidade exerce influéncia no teor em carotenoides. Esta variacdo do teor
em carotenoides ao longo do ano pode claramente influenciar a ingestao de carotenoides
nas diferentes estacdes do ano. Na Tabela 5.3 é apresentada a época considerada como

ideal em termos de ingestéo de carotenoides e a época recomendada (Anexo 2).

Tabela 5.3-Epoca ideal, em termos de ingestdo de carotenoides e época recomendada para o

consumo de frutos em Portugal.

Epoca Epoca N
Amostras Observacbes
Ideal” Recomendada* ¢
primavera maior ingestao de a-
Salada de Frutas Outono N&o definida caroteno e 3-caroteno; verdo de
licopeno
verdo maior ingestao de luteina;
Uvas Verao Junho/Outubro primavera de [ -caroteno e
zeaxantina
. . rimavera maior ingestao de B -
. . Janeiro/Maio e P . 9 . B
Laranja Primavera caroteno, luteina, zeaxantina e -
Outubro/Dezembro ; !
criptoxantina
. . outono maior ingestao de B-
Janeiro/Abril e , g. ~ B
Maca Outono caroteno e luteina; verao de [3-
Julho/Dezembro : .
criptoxantina
A Janeiro/Marco e inverno maior ingestéo de luteina
Péra Inverno .
Junho/Dezembro e zeaxantina
primavera maior ingestao de B-
Figos secos Primavera N&ao definida caroteno, luteina e zeaxantina;
outono de B-criptoxantina
. rimavera maior ingestédo de [3-
Meloa Primavera Junho/Setembro P 9 B
caroteno
. ~ verao maior ingestao de (-
Meléo Verao Junho/Setembro 9 B

#-De acordo com os teores totais.

caroteno e luteina

*-De acordo com periodo recomendado para consumo (Anexo 2).
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Conforme se pode verificar pela Tabela 5.3, para todos os frutos analisados em que se
verificou o efeito da sazonalidade, a excep¢do da meloa, a época ideal de ingestao de

carotenoides corresponde a época recomendada.

5.2.2. Comparagdo com os resultados da literatura

No sentido de comparar os teores em carotenoides obtidos neste trabalho para as
amostras de frutas (Tabela 5.2) com os resultados da literatura, apresenta-se na Tabela
5.4 uma comparacao do intervalo de resultados determinados neste trabalho com os

obtidos por outros autores.
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Tabela 5.4-Comparacéo do teor em carotenoides (mg/100 g) obtido neste trabalho com os
resultados da literatura.

Ref.

Amostras

Este
trabalho

Bunea et
al. (2012)

Uvas

Oliveira
et al.
(2006)

Este
trabalho

Murillo et
al. (2010)

Laranja

Dias et
al. (2009)

Este
trabalho

Maca

Dias et
al. (2009)

Este
trabalho

Péra

Dias et
al. (2009)

Este
trabalho

Su et al.
(2002)

Figos secos

Este
trabalho

Murillo et
al. (2010)

Melao

Vargas
Murga et
al. (2016)

-

caroteno

ND

0,0084

0,011-
0,027

(0,0011)

ND

ND

0,02

ND

B_

caroteno

0,020-0,027

0,0232-
0,0593

0,0168-
0,0910

0,0072-
0,060

0,017-0,043

0,0041-
0,023

0,010-0,063

(0,0016)

(0,0013-
0,0015)

0,0080-
0,019

0,04

0,0086-
0,050

0,01

Licopeno Luteina

0,022-
ND 0,057

0,0471-
0,0825

0,0218-
0,1044

0,0069-

ND 0,024

- 0,03+0,01

0,034-
0,072

0,0067-

ND 0,024

0,0032-
0,017

0,0097-
ND 0,014

0,0043-
0,0088

0,0038-
0,014

0,0088-
0,022

0,32 0,08

0,011-

ND 0,025

- 0,03+0,01

Zeaxantina

0,0036-
0,0054

0,019-0,055

0,03+0,01

0,066-0,19

0,0028-
0,0058

0,0030

0,0026-
0,0063

0,0083-
0,040

ND

0,01+0,01

B_

criptoxantina

ND

0,034-0,056

0,11-0,23

0,0027-0,0062

0,004

ND

0,0018-0,0025

0,0032-0,0037

0,01

ND

ND-N&o detetado (limites de detecdo em mg/100g: a-caroteno-0,0009, 3-caroteno-0,001, licopeno-0,0008,
luteina-0,0007, zeaxantina-0,0008 e B-criptoxantina-0,0006)

() — Entre o limite de detec&o e o limite de quantificacéo (limites de quantificacgdo em mg/100 g: a-caroteno-
0,002, B-caroteno-0,003, licopeno-0,003, luteina- 0,002, zeaxantina-0,002 e B-criptoxantina-0,002).
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Os valores de B-caroteno, licopeno, luteina e zeaxantina obtidos por Su et al. (2002) para
figos disponiveis no més de Abril sdo relativamente superiores aos obtidos neste trabalho.
Neste trabalho, ndo foi detetada a presenca de a-caroteno conforme foi detetado por
estes autores, contudo, seria de esperar existirem diferencas entre os resultados uma vez
gue neste trabalho foram analisados figos secos e 0 processamento pode ter afetado o
teor de carotenoides.

Os resultados de B-caroteno e de luteina obtidos neste trabalho estédo dentro da gama de
valores referida por Bunea et al. (2012) para diferentes variedades de uvas. Oliveira et
al. (2006) também realizaram um estudo sobre o teor de carotenoides presentes em
diferentes variedades de uvas e obtiveram teores de B-caroteno e de luteina que se

encontram dentro do intervalo de valores obtidos neste trabalho.

Os teores de luteina e zeaxantina obtidos neste trabalho para amostras de laranjas
encontram-se dentro da gama de valores referido por Murillo et al. (2010). Os teores em
B-caroteno e zeaxantina obtidos por Dias et al. (2009) para amostras de laranja recolhidas
no més de abril apresentaram resultados que se encontram dentro da gama de valores
obtidos neste trabalho para os mesmos carotenoides. Quanto aos teores em a-caroteno
e [B-criptoxantina, o resultado obtido neste trabalho encontra-se abaixo da gama de
valores obtida por Dias et al. (2009).

Os teores em B-caroteno, luteina, zeaxantina e B-criptoxantina obtidos neste trabalho
encontram-se dentro da gama de valores obtidos por Dias et al. (2009) para amostras de

magcas de diferentes variedades recolhidas no més de outubro.

Os teores de B-caroteno e luteina obtidos neste trabalho séo ligeiramente superiores aos
valores obtidos por Dias et al. (2009) para peras recolhidas no més de novembro. N&o foi
detetada a presenca de B-criptoxantina no presente trabalho conforme foi detetado por
Dias et al. (2009).

Os teores em luteina obtidos para as amostras de meldo encontram-se dentro da gama
de valores referenciado Murillo et al. (2010). Quanto a gama de teores em [3-caroteno
obtidos neste trabalho, também se encontra dentro do valor obtido por Vargas-Murga et
al. (2008-2009).
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As diferencas no teor em carotenoides observadas nos frutos podem estar relacionadas
com o facto de na época de colheita ndo ter havido degradacdo dos carotenoides

relacionada com a armazenagem.

5.3. Carotenoides em produtos horticolas - influéncia da

sazonalidade

Conforme ja foi abordado no Capitulo 4 - Materiais e Métodos, foram analisadas diversas
amostras de produtos horticolas (batata, brécolos, tomate, alface, grelos, nabicas,
cenouras, couve-flor, pimentos e feijao-verde recolhidas em diferentes estacGes do ano
(verdo, outono e inverno) no ambito do projeto TSDExposure (Total Diet Study, Estudo
de Dieta Total). Para o estudo da influéncia da sazonalidade foram analisados brocolos,
tomate, alface, grelos, nabicas, cenouras, couve-flor, pimentos, feijdo-verde e estudou-

se a influéncia da sazonalidade para duas esta¢des do ano (primavera e verao).

Os resultados obtidos para a amostra de batata na primavera néo foram obtidos no ambito
desta tese e apresentam-se com o fim de fazer o estudo comparativo entre as quatro

estacdes do ano.

De igual modo, para o estudo do efeito da sazonalidade, utilizou-se a Diferenca Minima
Significativa (DMS) para a avaliagdo das diferencas entre os teores de carotenoides nas
amostras ao longo do ano, calculada a partir de incerteza expandida da medicdo para um
nivel de significancia de 5% (Dias et al., 2009). No Anexo 8 , apresenta-se a DMS
calculada para cada um dos carotenoides nas amostras de produtos horticolas

analisadas.

5.3.1. Influéncia da sazonalidade

Os teores em carotenoides obtidos para cada amostra de produtos horticolas encontram-

se representado na Tabela 5.5.
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Batata Amostras

Pimentos Couve- Cenouras Nabicas Grelos Alface Tomate | Brocolo

Feijao-

flor

verde

Tabela 5.5- Teores dos carotenoides nas amostras de produtos horticolas-sazonalidade.

Teor (mg/100 g)*

Estacdo . . . . C.Totais
a-caroteno | B-caroteno | Licopeno | Luteina | Zeaxantina | B-criptoxantina (Mg/100g)**
Primavera* ND 0,0052 ND 0,0272 0,0182 ND 0,050
Verao ND ND ND 0,0272 0,0232 ND 0,051
Outono ND ND ND 0,0262 0,011° ND 0,037
Inverno ND ND ND 0,038 0,010° ND 0,049
Primavera ND 0,482 ND 0,972 ND ND 1,4
Verao ND 0,432 ND 1,22 ND ND 1,6
Primavera ND 0,242 1,52 0,192 ND ND 1,9
Verao ND 0,39° 3,2° 0,172 ND ND 3,7
Primavera ND 0,452 ND 0,652 ND ND 11
Verao ND 1,2b ND 1,4° ND ND 2,6
Primavera ND 3,52 ND 6,82 ND ND 10
Verao ND 3,18 ND 5,52 ND ND 8,6
Primavera ND 4,72 ND 7,52 ND ND 12
Verdo ND 3,45 ND 6,32 ND ND 9.6
Primavera 2,72 8,22 ND 0,582 ND ND 12
Verao 5,7° 8,92 ND 0,712 ND ND 15
Primavera ND 0,00402 ND 0,0202 ND ND 0,023
Verao ND 0,00352 ND 0,0202 ND ND 0,024
Primavera ND 1,22 ND 0,472 0,212 ND 1,9
Verdo ND 0,510 ND 0,225 0,142 ND 0.87
Primavera 0,0182 0,152 ND 0,272 ND ND 0,44
Verao 0,051 0,33 ND 0,72° ND ND 1,1

ND-N&o detetado (limites de detegdo em mg/100g: a-caroteno-0,0009, B-caroteno-0,001, licopeno-0,0008,
luteina-0,0007, zeaxantina-0,0008 e B-criptoxantina-0,0006).

* — Para cada tipo de amostra resultados que apresentem letras diferentes na mesma coluna apresentam
diferencas significativas (p<0,05)
#-Silva (2014).

** Carotenoides Totais
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Pela andlise dos resultados obtidos para todas as amostras de produtos horticolas (Tabela
5.5) é possivel verificar que os carotenoides presentes na maior parte das matrizes
alimentares sao o B-caroteno (em 90% das amostras) e luteina sendo que a luteina é o
Unico carotenoide presente em todas as amostras analisadas. A B-criptoxantina é o Unico
carotenoide que nao foi detetado em nenhuma das amostras analisadas.

Relativamente aos teores mais elevados de cada carotenoide, a amostra de cenouras foi
a que apresentou maior teor de a-caroteno (5,7 mg/100 g) e B-caroteno (8,9 mg/100 g);
a luteina apresentou um teor mais elevado nas amostras de nabicas (7,5 mg/100 g); o
tomate é a Unica amostra em que foi possivel detetar e quantificar licopeno; a amostra de

pimentos foi a que apresentou um teor mais elevado de zeaxantina (0,21 mg/100 g).

Procedendo agora a uma discussdo mais pormenorizada para cada um dos produtos
horticolas, apresentam-se os resultados sob a forma de um grafico de barras de forma a
facilitar a sua comparacao.

e Batata

As amostras de batatas analisadas (Figura 5.16), contém 3-caroteno, luteina e zeaxantina
sendo que a primavera foi a Unica esta¢cdo do ano em que foi detetado o 3-caroteno. A
luteina é o carotenoide que se encontra em maior quantidade nas quatro estagfes do ano
sendo que a amostra recolhida no inverno foi a que apresentou o teor mais elevado (0,038
mg/100 g).

O teor total de carotenoides disponivel nas batatas foi superior na primavera e no verao,

periodo que também é recomendado para o consumo deste produto (Anexo 2).
0,05 -
0,04 -
0,03 -

0,02 -

Teor(mg/100g)

0,01

, |

B-caroteno luteina zeaxantina

M Primavera Verdao M Qutono MInverno

Figura 5.16- Teor de carotenoides em amostras de batatas nas quatro estagdes do ano.
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Pelos resultados da DMS é de notar que:
- Os teores em luteina e zeaxantina foram semelhantes nas amostras recolhidas na
estacdo da primavera e verdo, sendo no inverno o valor significativamente superior para

a luteina.

e Broécolos

Relativamente aos brocolos, pela observagéo do grafico da Figura 5.17 verifica-se que foi
possivel quantificar o 3-caroteno e a luteina. A luteina foi o carotenoide que se encontrou
em maior quantidade nas duas estacdes do ano.

Em termos do teor total encontram-se valores semelhantes na primavera e no verao.

14 -
12 -

® 1

o

o

2 08 -
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E o6 -

o
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02 -

0

B-caroteno luteina

W Primavera Verao

Figura 5.17- Teor de carotenoides em amostras de brécolos em duas estac¢des do ano.

Pelos resultados obtidos para a DMS nota-se que ndo existem diferengas significativas

nos teores de luteina e 3-caroteno nas duas estagées do ano.

e Tomate

No que diz respeito ao tomate (Figura 5.18), com as analises efetuadas verificou-se a
presenca de B-caroteno, licopeno e luteina nas duas estacdes do ano. O licopeno foi o
carotenoide que se encontrou em maior quantidade nas amostras de tomate sendo que
no verao foi o seu teor mais elevado (3,2 mg/100 g). Quanto ao B-caroteno, a amostra
recolhida no verao também é a que apresenta o teor mais elevado (0,39 mg/100 g).

Os resultados mostraram ainda que o consumo de tomate no verao permite uma maior
ingestao de carotenoides. O verdo é também a época recomendada para o consumo do

tomate (Anexo 2).
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3,5

1,5

Teor(mg/100g)

0 ] =

B-caroteno licopeno luteina

B Primavera Verdo

Figura 5.18- Teor de carotenoides em amostras de tomate em duas estacgdes do ano.

Com base na DMS é de salientar que os teores de licopeno e B-caroteno séo diferentes
na da primavera e verdo, mas no teor em luteina ndo se encontraram diferencas

significativas nas duas esta¢fes do ano.

e Alface

No que diz respeito as amostras de alface, pela observacdo do gréfico da Figura 5.19,
foram quantificados B-caroteno e luteina. A luteina foi o carotenoide que se encontrou em
maior quantidade nas duas estacdes do ano, sendo que a amostra recolhida no veréo
que apresentou o teor mais elevado (1,4 mg/100 g). Os resultados obtidos sugeriram
ainda que o teor total em carotenoides é superior no verdo, sendo preferivel o seu

consumo nessa eépoca do ano em Portugal em comparagdo com a primavera.

16 -
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B-caroteno luteina

B Primavera Verao

Figura 5.19- Teor de carotenoides em amostras de alface em duas estagdes do ano.
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A determinacdo da DMS permite afirmar que os teores de [(-caroteno e luteina nas

amostras na primavera e no verdo, sao diferentes e mais elevados no veréo.

e Grelos

Quanto aos grelos, analisando o gréfico da Figura 5.20 verificou-se a presenca de B-
caroteno e luteina nas amostras de grelos analisadas. A luteina foi o carotenoide
predominante nas duas esta¢des do ano.

Em termos do total de carotenoides disponivel nos grelos, os resultados indicaram ser,

aproximadamente, indiferente o seu consumo na primavera ou no verao.

Teor(mg/100g)
O P N W & 1T OO N ©

B-caroteno luteina

B Primavera Verao
Figura 5.20- Teor de carotenoides em amostras de grelos em duas estagdes do ano.
Com base na DMS verificou-se que os teores de B-caroteno foram semelhantes nas duas
estacfes do ano e 0 mesmo se passou com a luteina.

e Nabicas

Nas nabicas foi possivel quantificar o B-caroteno e a luteina (Figura 5.21). A luteina foi o
carotenoide que se encontrou em maior quantidade tanto na primavera como no verao.
Os resultados obtidos sugeriram que o teor total em carotenoides é superior na primavera,
sendo preferivel o seu consumo nessa época do ano em Portugal em comparacao com

0 verao.
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B-caroteno luteina

MW Primavera Verao

Figura 5.21- Teor de carotenoides em nabigas em duas estagdes do ano.

A determinagdo da DMS calculada para cada um dos carotenoides nas amostras de

nabicas analisadas, permitiu afirmar que:
-Os teores de B-caroteno foram diferentes nas duas esta¢gfes do ano em avaliacao.

-Os teores em luteina foram iguais na primavera e no verao.

e Cenoura

Em relacdo a cenoura (Figura 5.22), com as andlises efetuadas verificou-se a presenca
de a-caroteno, B-caroteno e luteina. O B-caroteno € o carotenoide que se encontra em
maior quantidade nas duas amostras de cenouras recolhidas. A luteina é o carotenoide
presente em menor quantidade. Os resultados obtidos sugeriram que o teor total em

carotenoides é superior no verao.
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a-caroteno B-caroteno luteina

M Primavera Verao

Figura 5.22- Teor de carotenoides em cenouras em duas estagdes do ano.
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Com base na DMS calculada destaca-se que:
-O teor em a-caroteno foi diferente para as duas estagdes do ano em estudo.

-Os teores em B-caroteno e luteina foram semelhantes na primavera e no verao.

e Couve-flor

No que se refere a couve-flor (Figura 5.23), verificou-se a presenca de [B-caroteno e
luteina. A luteina foi o carotenoide predominante na couve-flor nas duas estagdes do ano.
O B-caroteno foi 0 carotenoide presente em menor quantidade. Em termos do teor total
encontram-se valores semelhantes na primavera e no verdo, sendo o consumo de couve-

flor indiferente na primavera ou no veréo.
0,025 -
0,02 -
0,015 -

0,01 -

Teor(mg/100g)

0,005 -

N

B-caroteno luteina

W Primavera Verao

Figura 5.23- Teor de carotenoides em couve-flor nas duas estacées do ano.

A determinacdo da DMS permitiu verificar que o teor em [3-caroteno foi semelhante para

as duas estacOes estudadas; 0 mesmo se passou para a luteina.

e Pimentos

Quanto aos pimentos (Figura 5.24), verificou-se a presenca de B-caroteno, luteina e
zeaxantina. O B-caroteno foi o carotenoide predominante nas duas esta¢fes do ano,
sendo que a estacdo da primavera apresentou um teor mais elevado (1,2 mg/100 g). A
zeaxantina foi o carotenoide presente em menor quantidade. Os resultados obtidos

sugeriram que o teor total em carotenoides € superior na primavera.
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Figura 5.24- Teor de carotenoides em pimentos nas duas estagdes do ano.

Com base na DMS calculada verificou-se que os teores em [(3-caroteno sao diferentes e
superiores aos teores do verdo para as duas estagfes do ano em estudo; o0 mesmo se
passou para a luteina; a zeaxantina apresentou teores semelhantes na primavera e no

verao.
o Feijao-verde

Em relacdo ao feijao-verde (Figura 5.25), foi possivel quantificar a-caroteno,
B-caroteno e luteina. A luteina foi o carotenoide que se encontrou em maior quantidade
nas duas estacbes do ano sendo que a amostra recolhida no verdo apresentou o teor
mais elevado (0,72 mg/100 g). O a-caroteno foi o carotenoide menos predominante. Os
resultados obtidos sugeriram que o teor total em carotenoides foi superior no verao
correspondendo a época recomendada de consumo deste tipo de produto em Portugal
(Anexo 2).

0,7 -
0,6 -
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0,3 -
0,2 -
0,1 - .
0 -
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Figura 5.25- Teor de carotenoides em feijdo-verde nas duas estagGes do ano.
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Pela determinacdo da DMS foi possivel verificar que o teor em a-caroteno foi diferente
nas duas estacfes do ano e superior no verdo; 0 mesmo se passou para o [3-caroteno e

a luteina.
-Avaliagéo do efeito da sazonalidade

Em relagdo a avaliacdo do efeito da sazonalidade nas amostras de produtos horticolas
também se verificou a influéncia no teor em carotenoides para as amostras de batata,
tomate, alface, nabicas, cenouras, pimentos e feijdo-verde. A variacdo do teor em
carotenoides entre a primavera e o0 verdo para estes produtos pode claramente influenciar
a ingestao de carotenoides.

As amostras de produtos horticolas cujo teor de carotenoides néo foi afetado pela estagéo
do ano, primavera e verao, foram os grelos, os brécolos e a couve-flor. Na Tabela 5.6 é
apresentada a época considerada como ideal em termos da ingestdo de carotenoides e
a época recomendada (Anexo 2). A excepgdo da amostra de batata, é de salientar que a
definicdo da época ideal de consumo apenas teve em consideragdo duas estacdes do
ano, primavera e verdo. No futuro, sera desejavel efetuar uma revisdo da Tabela 5.6 com

base em resultados obtidos no outono e inverno.
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Tabela 5.6-Epoca ideal, em termos de ingestéo de carotenoides e época para o consumo de

Amostras

Batata

Brécolos

Tomate

Alface

Grelos

Nabicas

Cenouras

Couve-flor

Pimentos

Feijao-verde

#-De acordo com os teores totais.

produtos horticolas em Portugal.

Epoca Ideal”

primaveral/ver&o

primavera/verao

Verao

Verao

primaveral/verdo

primavera

Verao

primavera/verdo

primavera

Verao

Epoca Recomendada*
Junho/Dezembro

Janeiro/Junho e
Outubro/Dezembro

Junho/Outubro
Janeiro/Junho e

Setembro/Dezembro

Janeiro/Maio e
Outubro/Dezembro

Janeiro/Maio e
Outobro/Dezembro
Janeiro/Dezembro

N&ao definida

Junho/Novembro

Junho/Setembro

*-De acordo com periodo recomendado para consumo (Anexo 2).

Observacdes

inverno maior ingestao
de luteina; verao de
zeaxantina

verao maior ingestédo de
-caroteno e licopeno;
primavera de luteina

verao maior ingestédo de
-caroteno e luteina

primavera maior
ingestdo de B-caroteno
e luteina

verao maior ingestédo de
a-caroteno, B-caroteno e
luteina

primavera maior
ingestdo de B-caroteno,
luteina e zeaxantina

verao maior ingestédo de
-caroteno e luteina

Conforme se pode verificar pela Tabela 5.6, para todos os produtos horticolas analisados

em que se verificou o efeito da sazonalidade, a excepcao da alface e dos pimentos, a

época ideal de ingestao de carotenoides corresponde a época recomendada.

5.3.2. Comparacédo com os resultados da literatura

No sentido de comparar os teores em carotenoides obtidos para as amostras de produtos

horticolas (Tabela 5.5) com os resultados da literatura, apresenta-se na Tabela 5.7 uma

comparagédo do intervalo de resultados obtidos neste trabalho com os obtidos por outros

autores.

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa

73




Amostra

Batatas

Brocolos

Tomates

Alfaces

Tabela 5.7-Comparacéo do teor em carotenoides (mg/100 g) obtido neste trabalho com os
resultados da literatura.

Ref.

Este
trabalho

Murillo et
al. (2010)

Heinonen
et
al.(1989)

Este
trabalho

Murillo et
al. (2010)

Heinonen
et
al.(1989)

Este
trabalho

Maiani et
al (2009)

Dias et al.
(2009)

Heinonen
et
al.(1989)

Este
trabalho

Murillo et
al. (2010)

Maiani et
al. (2009)

Heinonen
et
al.(1989)

74

Més de
colheita

junho a
agosto

outubro
a margo

junho a
agosto

outubro
a margo

a_

caroteno

ND

ND

ND

ND

B_

caroteno

0,0052

0,0032-
0,0077

0,043-
0,048

1,0

0,24-0,39

0,320-1,5

0,3717-
0,4279

0,390-
0,580;

0,610 a
0,850

0,45-1,2

0,870-
2,960

0,730-
0,790

0,860-1,10

Licopeno

ND

ND

1,5-3,2

0,850-
12,7

1,9894-
2,5301

3,80-6,60

2,60-3,10

ND

Luteina

0,026-
0,038

0,07+0,0
1

0,013-
0,060

0,97-1,2

0,14+0,0
2

1,8

0,17-
0,19

0,046-
0,213

0,0723-
0,0802

0,05-
0,110

0,1

0,65-1,4

0,2+0,01

1-4,78

Zeaxantina

0,010-
0,023

0,77+0,06

ND

ND

ND

1,20-1,24(luteina
+zeaxantina);

1,8-2,20 (luteina
+zeaxantina)

B_

criptoxantina

ND

ND

0,024

ND

ND
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Nabicas

Cenouras

Pimentos Couve-flor

Feijdo-verde

Este
trabalho

Dias et al.

(2009)

Este
trabalho

Murillo et
al. (2010)

Maiani et
al. (2009)

Heinonen
et
al.(1989)

Este
trabalho

Kandlaku
nta et al.
(2008)

Heinonen
et
al.(1989)

Este
trabalho

Heinonen
et
al.(1989)

Este
trabalho

Kandlaku
nta et al.
(2008)

Maiani et
al. (2009)

junha a
agosto

outubro
a margo

ND

2,7-5,7

2,84-4,96

2,40-2,90

0,53-2,20

ND

0,092
(amarelo)

0,018-
0,051

0,239

0,503

3,4-4,7

4,4

8,2-8,9

4,35-8,84

2,60 a
5,50

4,60-7,70

0,0035-
0,0040

0,002+0,0
0055

0,011

0,51-1,2

0,240
(verde);
0,150
(vermelho)
; 2,90
(amarelo)

0,15-0,33

ND

ND

ND

6,3-7,5 ND

5,6 -

0,58-

0,71 ND

0,36+0,0

0,254-
0,510

0,260

0,220-0,300

0,020 ND

0,22-

047 0,14-0,21

0,700
(verde);

0,770 -
(amarelo

)

0,27-

0,72 ND

0,0883 -

ND

ND

ND

ND

ND

Heinonen et al. (1989) obtiveram valores de B-caroteno e luteina dentro da gama de

valores obtidos neste trabalho para as batatas.

Quanto aos broécolos, os teores de luteina obtidos neste trabalho encontram-se acima da

gama de valores obtida por Murillo et al. (2010). Quanto aos teores de B-caroteno e de
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luteina obtidos por Heinonen et al. (1989), encontram-se acima do intervalo de valores
obtidos neste trabalho. Nao foi detetada a presenga de B-criptoxantina conforme foi

reportado por Heinonen et al. (1989).

No que se refere as amostras de tomate, a gama de teores de B-caroteno, licopeno e
luteina obtidos neste trabalho encontra-se dentro do intervalo de valores reportado por
Maiani et al. (2009). Os teores de B-caroteno obtidos neste trabalho encontram-se dentro
da gama de valores referenciados Dias et al. (2009). Os teores de [(-caroteno obtidos
neste trabalho encontram-se dentro do intervalo de valores referenciados por Heinonen
et al. (1989) para as amostras de tomate recolhidas no periodo de junho a agosto. Os
teores de licopeno obtidos neste trabalho encontram-se dentro do intervalo de valores
referenciados Heinonen et al. (1989) para as amostras de tomate recolhidas no periodo

de outubro a margo.

Em relacdo as alfaces, os teores de [B-caroteno e luteina obtidos neste trabalho,
encontram-se dentro da gama de valores reportados por Maiani et al. (2009). Os teores
em [-caroteno obtidos neste trabalho encontram-se dentro do intervalo de valores
reportados por Heinonen et al. (1989) para as amostras de alface obtidas no periodo de
junho a agosto e de outubro a marco.

Os teores de B-caroteno obtidos neste trabalho para as amostras de nabicas encontram-
se dentro da gama de valores reportada por Dias et al. (2009). Os teores de a-caroteno
e [3-caroteno obtidos neste trabalho encontram-se dentro da gama de valores obtida por
Maiani et al. (2009).

Os teores de a-caroteno obtidos neste trabalho para as amostras de cenouras encontram-
se dentro da gama de valores reportada por Heinonen et al. (1989) para as amostras

recolhidas no periodo de junho a agosto.

Para as amostras de couve-flor, os teores de B-caroteno obtidos neste trabalho

encontram-se acima da gama de valores referenciados por Kandlakunta et al. (2008).

No que se refere aos pimentos, os teores de a-caroteno, p-caroteno e luteina obtidos
neste trabalho encontram-se fora da gama de valores obtida por Heinonen et al. (1989)
para pimentos vermelhos, amarelos e verdes. Este fato evidencia a necessidade da

producado de dados sobre carotenoides em alimentos para os diferentes paises.
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Quanto ao feijdo-verde, os teores de a-caroteno obtidos neste trabalho encontram-se
abaixo da gama de valores referenciados por Kandlakunta et al. (2008) e Maiani et al.
(2009).

Estas diferencas nos teores em carotenoides observadas nos produtos horticolas em

algumas amostras podem estar relacionadas com a forma de cultivo ao ar livre.

5.4. Carotenoides em amostras ndo avaliadas sob o ponto de

vista da sazonalidade

5.4 1. Frutos

No presente trabalho, analisaram-se também quatro amostras de frutos, péssego,
banana, ananas e quivi que ndo foram avaliadas sob o ponto de vista da sazonalidade.
Na Tabela 5.8 apresentam-se 0s teores de carotenoides presentes em varias amostras
de frutos analisadas. Também foi apresentada uma comparacdo com os resultados

obtidos por outros autores.

A Figura 5.26 apresenta os teroes em carotenoides para os frutos analisados.
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Frutas

Péssego

Banana

Ananas

Quivi

Ref.

Este
trabalho

Dias et al.
(2009)

Maiani et
al. (2009)

Heinonen
et al
(1989)

Este
trabalho

Englberger
etal.
(2006)

Wall
(2006)

Heinonen
et al
(1989)

Este
trabalho

Murillo et
al. (2010)

Este
trabalho

Murillo et
al. (2010)

Frenich et
al. (2005)

-

caroteno

ND

0,0082

0,047

0,0011-
0,65

0,060-
0,16

0,012

ND

ND

Teor (mg/100 g)

B- .
Licopeno
caroteno
0,073 ND
0,17 ND
0,0040- )
0,17
0,086 -
0,055 ND
0,0011- ]
0,65
0,043-
0,13 ND
0,014 -
0,012 ND
0,046 ND
<0,020 <0,010

Luteina

0,024

0,075

0,014

0,055

0,0070-0,15

0,087-0,19

0,0033

ND

0,010+0,010

0,19

0,070+0,010

Zeaxantina

0,016

0,026

ND

ND

0,010+0,010

0,012

ND

Tabela 5.8- Teores dos carotenoides presentes nas amostras de frutos analisadas (mg/100 g).

p_

criptoxantina

0,093

0,21

0,016

0,051

ND

ND

0,0040

ND

ND-N&o detetado (limites de detegdo em mg/100g: a-Caroteno-0,0009, (3-Caroteno-0,001, Licopeno-0,0008,

Luteina-0,0007, Zeaxantina-0,0008 e B-Criptoxantina-0,0006).

Com a analise efetuada as quatro amostras de frutos foi possivel identificar e quantificar

cinco carotenoides; o a-caroteno, o B-caroteno, a luteina, a zeaxantina e a B-

criptoxantina.
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Através do gréfico Figura 5.26 foi possivel quantificar B-caroteno que é o carotenoide
presente em todos os frutos analisados e a amostra de péssego foi a que registou a um
teor mais elevado deste carotenoide (0,073 mg/100 g). Por outro lado, a amostra de
banana é a Unica que detetou a-caroteno. A amostra de péssego foi a que apresentou
maior diversidade de carotenoides (B-caroteno, luteina, zeaxantina e [B-criptoxantina)
sendo o teor de B-criptoxantina significativamente superior. A amostra de ananas foi a
que registou menos carotenoides (B-caroteno e B-criptoxantina) e apresentou teores mais

baixos. A amostra de quivi foi a que apresentou um teor de luteina superior (0,19 mg/100
9).

0,15

Teor(mg/100g)
o
[y

0,05 -
. _— I
Péssego Banana Ananas Kiwi
M a-caroteno B-caroteno luteina M zeaxantina M B-criptoxantina

Figura 5.26- Teor de carotenoides nos frutos analisadas.

Para o péssego, os teores de carotenoides obtidos neste trabalho sdo de uma forma geral
semelhantes aos obtidos por Dias et al. (2009), Maiani et al. (2009) e Heinonen et al
(1989). Os teores de B-caroteno obtidos neste trabalho encontram-se dentro do intervalo
referenciado por Maiani et al. (2009). No entanto, no presente trabalho nédo foi detetada a

presenca de a-caroteno conforme foi reportado por Dias et al. (2009).

Para a banana e comparativamente com os resultados obtidos por Englberger et al.
(2006), verifica-se que o0s teores obtidos neste trabalho se encontram dentro dos
intervalos referidos por estes autores. Os teores de carotenoides referidos por Wall (2006)
sdo proximos dos valores obtidos neste trabalho. Em comparacéo com os resultados de
Heinonen et al. (1989), os teores de carotenoides obtido neste trabalho sdo semelhantes

aos referenciados neste artigo para o a-caroteno e -caroteno.

Na amostra de ananas, ndo foi detetada a presenca de luteina e zeaxantina conforme
detetado por Murillo et al. (2010).
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Em relacdo a amostra de quivi, os teores de carotenoides obtidos neste trabalho s&o
relativamente superiores aos obtidos por Murillo et al. (2010) e Frenich et al. (2005). Nao

foi detetada a presenca de licopeno conforme referenciado por Frenich et al. (2005).

5.4.2. Cogumelos e leguminosas

A Tabela 5.9 apresenta o teor de carotenoides presentes nas trés amostras de cogumelos

e feijdo analisadas.

Tabela 5.9- Teores dos carotenoides nas amostras de cogumelos, feijdo e feijdo-verde (mg/100

9)-
a- B- , , B-
Amostras Licopeno Luteina Zeaxantina
caroteno caroteno criptoxantina
Cogumelos ND 0,0207 0,0074 0,2325 ND ND
Feijédo ND ND ND 0,016 0,0102 ND
Feijao-
ND ND ND 0,1339 ND ND
Frade

Afigura 5.27 apresenta os teores em carotenoides para o0s produtos horticolas analisados

neste trabalho.

0,25 -
0,2 -
oo
o
S 0,15 -
S~
[oT4]
£
5 0,1
(O]
'_
0,05 -
0 — |
Cogumelos Feijao Feijao Frade
B-caroteno M licopeno luteina M zeaxantina

Figura 5.27- Teor de carotenoides nas amostras de cogumelos, feijdo e feijao frade.
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Com a andlise efetuada a estas trés amsotras foi possivel quantificar quatro carotenoides:
0 B-caroteno, o licopeno, a luteina e zeaxantina.

Através da observacéao do grafico da Figura 5.27 foi possivel verificar que a luteina foi o
carotenoide presente em todos as amostras analisadas sendo que a amostra de
cogumelos registou um maior teor. Por outro lado, a amostra de feijao foi a Unica que
apresentou zeaxantina. A amostra de cogumelos, que foi preparada com molho de
tomate, apresentou licopeno. A amostra de feijao-frade foi a que continha menos
carotenoides (luteina).

Uma comparagdo com 0s resultados obtidos por outros autores € apresentada na tabela
5.10.

Tabela 5.10- Teores dos carotenoides nas amostras de cogumelos, feijdo frade e feijdo.

g a- B- B-
@ Ref. Licopeno Luteina Zeaxantina
g caroteno caroteno criptoxantina
<

Este ND 0,0207 0,0074 0,2325 ND ND
A trabalho
g
S Barros et )
2 al. - 0,195-1,356 %%i”é - - -
o (2008) ’

Este ND ND ND 0,016 0,0102 ND

trabalho

Murillo et
2 al. - - - 0,43+0,05 0,01+0,01 -
= (2010)
L

Heinone

netal 0,039 0,180 - 0,440 - -

(1989)
8 3 Este ND ND ND 0,1339 ND ND
5 s trabalho
Lo

ND-N&o detetado (limites de detegdo em mg/100g: a-Caroteno-0,0009, 3-Caroteno-0,001, Licopeno-0,0008,
Luteina-0,0007, Zeaxantina-0,0008 e B-Criptoxantina-0,0006)

Para os cogumelos, os valores obtidos por Barros et al. (2008) séo relativamente
superiores ao obtido neste trabalho.
Para o feijao, o teor em luteina obtido por Murillo et al. (2010) para amostras de feijéo é

mais elevado que o obtido neste trabalho, o0 mesmo néao se verificou com o teor de
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Zzeaxantina cujo valor é concordante com o obtido neste trabalho. Nao foi detetada a

presencga de a-caroteno e 3-caroteno conforme reportado por Heinonen et al (1989).

5.4.3. Produtos processados contendo frutos

Neste trabalho, também foram analisadas amostras de passas de uvas e de tarte de frutas
cuja composi¢ao nutricional ndo foi avaliada sob o ponto de vista da sazonalidade. A

tabela 5.11 apresenta o teor de carotenoides presentes nas duas amostras analisadas.

Tabela 5.11- Teores dos carotenoides nas amostras de passas de uvas e tarte de frutas

(mg/100 g).
a- B- _ ) _ B-
Amostras Licopeno Luteina | Zeaxantina
caroteno | caroteno criptoxantina
Passas de uvas ND 0,0167 ND 0,0382 0,0301 ND
Tarte frutas ND ND ND 0,1584 0,1122 ND

ND-N&o detetado (limites de detegdo em mg/100g: a-Caroteno-0,0009, 3-Caroteno-0,001, Licopeno-0,0008,
Luteina-0,0007, Zeaxantina-0,0008 e B-Criptoxantina-0,0006).

Na Figura 5.28 apresentam-se os resultados sob a forma de um gréfico de barras de

forma a facilitar a sua comparacao.

0,2

0,15 -

Teor(mg/100g)
o
[EEY
|

0,05 -
. L]
Passas de uvas Tarte frutas
B-caroteno luteina M zeaxantina

Figura 5.28- Teor de carotenoides nas passas de uvas e tarte de frutas.

Com a analise efetuada as duas amostras foi possivel quantificar trés carotenoides: o -
caroteno, a luteina e a zeaxantina. Através da observacao do gréafico (na Figura 5.28) foi
possivel verificar que a luteina e a zeaxantina sdo os carotenoides presentes nas duas
amostras analisadas sendo que a amostra de tarte de frutas registou um maior teor. A
amostra de passas de frutos foi a Unica que apresentou

B-caroteno.

82 Instituto Superior de Engenharia de Lisboa




6. Conclusodes

De acordo com a revisao bibliografica que foi realizada para os métodos analiticos para
a determinacdo de carotenoides, verificou-se que o HPLC em fase reversa com um
UV/Vis com fotodiodos foi 0 método mais utilizado, apesar de ja existirem um namero

consideravel de trabalhos realizados em que se utiliza UHPLC.

O método analitico, HPLC, permitiu quantificar os carotenoides a-caroteno, o 3-caroteno,
licopeno, luteina, a zeaxantina e [B-criptoxantina nas amostras de frutos e produtos
derivados, frutos horticolas, cogumelos e leguminosas. De acordo com os resultados
obtidos para o material de referéncia interno, podemos concluir gue o método analitico
nas condic¢des utilizadas no laboratério teve um bom desempenho para o a-caroteno, o

B-caroteno e licopeno.

Em relacdo aos resultados obtidos para as amostras de frutos analisadas, a salada de
frutas apresentou os maiores teores de a-caroteno (0,019 mg/100 g), B-caroteno (0,089
mg/100 g) e licopeno (0,18 mg/100 g), a amostra de uvas, o teor mais elevado de luteina
(0,057 mg/100 g) e a laranja os teores maximos de zeaxantina (0,055 mg/100 g) e B-
criptoxantina (0,056 mg/100 g). Quanto aos produtos horticolas, a luteina esteve presente
em todas as amostras ao contrario da -criptoxantina que néo foi detetada em nenhuma
das amostras. A cenoura apresentou os teores mais elevados de a-caroteno (5,7 mg/100
g) e B-caroteno (8,9 mg/100 g), maximo teor de luteina foi quantificado nas amostras de
nabicas (7,5 mg/100 g), o licopeno s6 foi quantificado na amostra de tomate (3,2 mg/100

g) e 0s pimentos revelaram os teores mais elevados de zeaxantina (0,21 mg/100 g).

De acordo com os resultados obtidos em geral os produtos horticolas foram mais ricos
em carotenoides do que os frutos. No entanto os frutos apresentaram uma maior
diversidade de carotenoides, sendo que a B-criptoxantina nao esteve presente em
gualquer nos produtos horticolas analisados. Por outro lado, apesar dos frutos conterem
em geral um teor inferior de carotenoides totais foram em geral consumidos em maior
quantidade que os produtos horticolas. Assim, sera necesséario combinar os teores de
carotenodies obtidos neste trabalho com os do consumo para se avaliar se a ingestao de
carotenoides pela populacéo portuguesa sera superior através dos frutos ou dos produtos

horticolas.

O estudo do efeito da sazonalidade nas amostras de frutos e produtos horticolas permitiu

concluir que:
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e E importante analisar os alimentos nas diferentes estacdes do ano, uma vez que
este estudo evidenciou que o teor de carotenoides nos frutos e produtos horticolas
poderd variar com a estagdo do ano, e, por conseguinte, a sua ingestdo pela
populagéo portuguesa.

e De acordo com os resultados obtidos, a variagao no teor em carotenoides ao longo
do ano foi claramente mais acentuada para a salada de frutas, uvas, a laranja, a
macéa, a pera, os figos secos, o meldo, a meloa, o tomate, batatas, a alface, o
pimento e o feijdo-verde, cenoura, nabicas, tomate e batatas.

¢ Os alimentos para 0s quais o teor de carotenoides ndo variou significativamente
para as duas estacdes do ano (primavera e verdo) foram os brécolos, os grelos e
a couve-flor.

e De acordo com o intervalo de variacdo dos teores em carotenoides ao longo das
estacbes do ano, para todas as amostras analisadas, verificou-se um maior
intervalo de variacdo no teor em [3-caroteno na estacdo da primavera (0,040-8,2
mg/100 g) e um menor intervalo na zeaxantina (0,029-0,02 mg/100 g).

e De acordo com os resultados obtidos nos frutos, ao longo do ano, encontraram-
se teores superiores de [B-caroteno na primavera (0,040-8,2 mg/100 @), de
licopeno no outono (0,0038-0,18 mg/100 g) e de luteina no verao (0,0088-0,057
mg/100 g). Nos produtos horticolas, a excepcdo da batata, os estudos de
sazonalidade envolveram apenas duas estacdes do ano (primavera e verdo) e
mostraram teores de a-caroteno e licopeno superiores no verdo (0,051-5,7 e 3,2
mg/100 g respectivamente) e de B-caroteno e luteina superiores na primavera
(0,0040-8,2 e 0,020-7,5 mg/ 100 g, respetivamente).

Para as estacdes do ano estudadas e de acordo com o teor total de carotenoides nos

alimentos, estes foram mais vantajosos nas seguintes épocas:

- Uvas, melao, tomate, alface, cenouras e feijao-verde-verao
- Laranja, figos secos, meloa, nabigas e pimentos-primavera
- Salada de frutas e maga — outono

- Pera- inverno

- Batata, brocolos, grelos e couve-flor-primavera/verao

Pela determinac@o do teor total de carotenoides nas diversas amostras, foi possivel
concluir que a cenoura continha a maior quantidade de carotenoides disponiveis (15
mg/100 g) enquanto que a pera apresentou o0 menor teor total de carotenoides (0,01
mg/100 g).

Para todos os alimentos analisados e comparados em que se verificou a influéncia da

sazonalidade, a excepc¢ao da alface, da meloa e dos pimentos, a época ideal de consumo
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de carotenoides coincide com a época recomendada de ingestdo dos mesmos de acordo
com a informacdao disponibilizada pelo Anexo 2.

Para as amostras de cogumelos, feijao e feijdo-frade analisadas, ndo foi detetado a-
caroteno e B-criptoxantina e o carotenoide predominante nas trés amostras foi a luteina
que apresentou um teor superior na amostra de cogumelos (0,23 mg/ 100g). Quanto as
amostras de passas de uvas e tarte de frutas, os carotenoides predominantes foram a
zeaxantina e a luteina sendo que a amostra de tarte de frutas apresentou um maior teor
em luteina (0,16 mg/100 g).

O trabalho desenvolvido no Ambito desta tese foi apresentado, sob forma de comunicacao
em painel, 82 Reuniao Anual do PortFIR, realizada no Instituto Nacional de Sdude Doutor
Ricardo Jorge em 2015. O painel intutilava-se “Influencia da sazonalidade no teor de
carotenoides em frutos”, apresenta-se no anexo 10 e o resumo pode ser consultado no

livro de resumos da 82 Reunido Anual Portifr, pag 10.
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7. Proposta de trabalho futuro

Para a continuacéo deste trabalho apresentam-se a seguir algumas sugestoes:

e Avaliar o teor de carotenoides em produtos horticolas, pela populacédo, nas
diferentes estacBes do ano. Posteriormente sera necessario combinar os teores
nestes alimentos e nos restantes que constituem a dieta total da populacdo com

0 seu consumao.

o Estudar outras matrizes alimentares inseridas no projeto TDSExposure que
possam contribuir significativamente para a ingestao de carotenoides pela
populagdo portuguesa, nomeadamente, alimentos derivados dos frutos (ex:
doces de fruta, tartes de fruta) e produtos horticolas (ex: sopas de legumes,
saladas), ja que estes sdo as principais fontes de carotenoides na alimentacao

humana.
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Anexo 1

Tabela A.1- Composicédo em carotenoides reportada por diversos autores para amostras

Referéncia

Azevedo et.
al (2005)

Muller et. al
(11997)

Dias et al.
(2009)

Heinonen et
al. (1989)

104

recolhidas em diferentes estacdes do ano.

Amostra

Couve

Tomate

Tomate
(estufa)

Couve
Galega

Couve
Galega

Couve
Galega

Tomate

Variedade

Manteiga

Nao
especificado

Néao
especificado

Var.acephal
a DC.

Var.acephal
aDC.

Var.acephal
aDC.

Nao
especificado

N&o
especificado

Estacdo do
ano

Verao

Inverno

Inverno

Inverno

Junho

Outubro

Dezembro

Junho a
Agosto

Outubro a
Marco

Carotenoides

(mg/100g)

B-Caroteno
(3,4+0,57)
Luteina
(5,24+0,36)

B-Caroteno
(3,33+0,18)
Luteina
(4,44+0,21)
a-Caroteno
(0,15)
B-Caroteno
(0,61)

B-Criptoxantina

(0,36)

Luteina (0,09)
Licopeno (3,02)

B-Caroteno
(0,20)

B-Criptoxantina

(0,011)

Luteina (1,33)

B-Caroteno
(2,6)

Luteina (3,7)

B-Caroteno
(4,2)

Luteina (5,9)

B-Caroteno
(6,4)

Luteina (7,2)

B-Caroteno
(0,39-0,58)
Luteina +
Zeaxantina
(0,05-0,11)
Licopeno
(3,80-6,60)

B-Caroteno
(0,61-0,85)
Luteina +
Zeaxantina
(0,05-0,10)

Localizacéo
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N&ao
especificado

Cenoura

Nao
especificado

Néao
especificado

Alface

N&o
especificado

Pomodoro di
Pachino

Pomodoro di
Pachino
Tomate
cherry

Raffo et
al.(2006)

Pomodoro di
Pachino

Pomodoro di
Pachino

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa

Junho a
Agosto

Outubro a
Marco

Junho a
Agosto

Outubro a
Marco

Abril

Junho

Julho

Dezembro

Licopeno
(2,60-3,10)

a-Caroteno
(2,40-2,90)
B-Caroteno
(2,60-5,50)
Luteina +
Zeaxantina
(0,260)

a-Caroteno
(0,53-2,20)
B-Caroteno
(4,60-7,70)
Luteina +
Zeaxantina
(0,22-0,30)

B-Caroteno
(0,73-0,79)
Luteina +
Zeaxantina
(1,20-1,40)

B-Caroteno
(0,86-1,10)
Luteina +
Zeaxantina
(1,80-2,20)

B-Caroteno
(0,950+0,024)
Licopeno
(8,10+1,40)
Luteina
(0,017+0,002)

B-Caroteno
(1,06+0,033)
Licopeno
(10,81+0,078)

B-Caroteno
(0,519+0,030)
Licopeno
(7,06%0,27)
Luteina (
0,025+0,004)
B-Caroteno
(0,843+0,127)
Licopeno
(10,19+0,23)
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Pomodoro di
Pachino

Pomodoro di
Pachino

Rambo

Senior

Ramilete

Liso

Martinez-

Valverde et
al. (2002)

Pera

Tomate

Canario

Durina

Daniella

Remate

Lu et al. Hass

(2009) Abacate
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Janeiro

Marco

Primavera

Primavera

Inverno

Verao

Inverno

Outono

Janeiro

Abril

Luteina
(0,014+0,003

B-Caroteno
(0,623+0,035)
Licopeno
(8,202+0,427)
Luteina
(0,016+0,006)

B-Caroteno
(0,820+0,019)
Licopeno
(11,969+0,218)
Luteina
(0,020+0,002)

Licopeno
(3,19+0,054)

Licopeno
(3,22+0,055)

Licopeno
(3,14+0,117)

Licopeno
(1,86+0,100)

Licopeno
(6,33+0,321)

Licopeno
(4,94+0,273)

Licopeno
(6,49+0,512)

Licopeno
(3,63%0,35)

Licopeno
(4,29+0,329)

B-Caroteno
(0,021+0,003)
B-Criptoxantina
(0,030+0,005)
Luteina
(0,372+0,024)
B-Caroteno
(0,056+0,004)
B-Criptoxantina
(0,018+0,003)

Ventura
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Julho

Setembro

Janeiro

Abril

Julho

Setembro

Janeiro

Abril

Julho

Luteina
(0,456+0,019)

B-Caroteno
(0,058+0,0011)
B-Criptoxantina

(0,021+0,005)
Luteina
(0,630+0,070)

B-Caroteno
(0,062+0,005)
B-Criptoxantina
(0,021+0,002)
Luteina
(0,803+0,015)

B-Caroteno
(0,010+0,004)
B-Criptoxantina
(0,020+0,003)
Luteina
(0,283+0,027)

B-Caroteno
(0,069+0,007)
B-Criptoxantina
(0,020+0,004)
Luteina
(0,433+0,024)

B-Caroteno
(0,088+0,002)
B-Criptoxantina
(0,025+0,001)
Luteina
(0,592+0,025)

B-Caroteno
(0,0101+0,007)
B-Criptoxantina

(0,018+0,002)
Luteina
(0,842+0,023)

B-Caroteno
(0,033+0,006)
B-Criptoxantina
(0,023+0,004)
Luteina
(0,363+0,004)

B-Caroteno
(0,078+0,015)
B-Criptoxantina
(0,039+0,010)
Luteina
(0,726+0,104)

B-Caroteno
(0,088+0,003)

San Luis
Obispo

San Diego
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Setembro

Janeiro

Abril

Julho

Setembro

B-Criptoxantina
(0,021+0,003)
Luteina
(0,692+0,096)

B-Caroteno
(0,052+0,011)
B-Criptoxantina
(0,018+0,003)
Luteina
(0,629+0,049)

B-Caroteno
(0,041+0,007)
B-Criptoxantina
(0,027+0,003)
Luteina
(0,431+0,029)

B-Caroteno
(0,057+0,005)
B-Criptoxantina
(0,023+0,001)
Luteina
(0,439+0,018)

B-Caroteno
(0,082+0,006)
B-Criptoxantina
(0,017+0,001)
Luteina
(0,542+0,011)

B-Caroteno
(0,059+0,009)
B-Criptoxantina
(0,018+0,002)
Luteina
(0,602+0,082)

Riverside
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Anexo 2

Epoca mais aconselhavel para o consumo de frutos e produtos:

Tabela A.1.1 - Epoca mais aconselhavel para o consumo de frutos. (adaptado de
http://www.deco.proteste.pt/alimentacao/produtos-alimentares/dicas/fruta-legumes-epoca-

ideal).

Meses

Frutos

JUN | JUL | AGO | SET | OUT | NOV

Uvas

Laranjas

Tabela A.2.2- Epoca mais aconselhavel para o consumo de produtos horticolas. (adaptado
de http://www.deco.proteste.pt/alimentacao/produtos-alimentares/dicas/fruta-lequmes-epoca-

ideal).

Meses

Produtos Horticolas

Jan

Fev

MAR | ABR | MAI | JUN | JUL | AGO | SET | OUT | NOV | DEZ

Batata

Brocolos

Tomate

Alface

Grelos

Nabicas

Cenouras

Pimentos

Feijao verde

Legenda

Dentro da época

Fora da época

Geralmente indisponivel

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa
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Anexo 3

Tabela A.3- Métodos cromatograficos reportados na literatura para a determinacéo de

carotenoides em diversas matrizes alimentares.

Amostras Analitos Método Analitico Ref.
analisadas
Procedimento Método Utilizado,
Experimental Fase Movel e
Estacionaria
Acerola, B-caroteno, 1g de amostra Cardoso,
Caqui licopeno triturada com 60 ml Método Utilizado: 2011
de acetona fria HPLC-DAD
seguida de filtrag&do
sob vacuo. Fase Movel- MeOH:
Evaporagcéo com acetato de etilo:
50 ml éter de ACN (50:40:10),
petréleo frio e eluicdo isocrética
a uma temperatura
de 35-37°C. Fase estacionéria:
Carotenoides coluna
dissolvidos em 25 Phenomenex C18
ml de éter de (250x4,6 mm,
petréleo e 5 um) acoplado a
armazenados (a uma coluna de ODS
cercade 5C) em (C18, 4,3 mm).
frascos de vidro
ambar
até ao momento da
analise
cromatografica.
Abébora e 25 1,5 g de amostra + Método Utilizado: Kurz,
Damasco carotenoides 50 mL de acetona / HPLC-DAD/MS 2008

hexano (1: 1,v/ V)
contendo BHT (50
mg /100 mL) e
hidroxianisol
butilado (50 mg /
100 mL). Extracto
filtrado e residuo
lavado com 75 ml
de acetato de etilo.
Extracto combinado
evaporado até a
secura em VAcuo e
residuo dissolvido
em 2-propanol (2 ou
5 ml).
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Fase Mavel:(A)
MeOH / MTBE
(MTBE) / 4gua (81:
15:4,v/v/v) (B)
MeOH / MTBE /
agua.

Fase estacionaria:
Coluna RP C30
(150x3mm, 3 pum).
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Beringela, Violaxantina,
cenoura, a-caroteno, B-
courgette, caroteno,
feijéo- zeaxantina,
verde, licopeno,
quiabo e luteina, cis-
tomate luteina, 9-cis-
-caroteno, 13-
cis- B-
caroteno,
Cenoura B-caroteno,
carotenos,
xantofilas
Cereais Luteina,

zeaxantina, B-
criptoxantina,

13-cis luteina,
9-cis-luteina

500 mg de amostra
em puré +
10 mL de MeOH
durante 1 h numa
incubadora com
agitacdo a 120 rpm.
Homogeneizacéo
durante 30
segundos num
banho de gelo e
Sonda lavada com
MeOH.
Centrifugacéo a
3000 rpm durante 5
min. Extracdo com
4x10 mL de THF
MeOH+
agitacdo em vortice
+
Centrifugacéo.
1 mL do extracto
seco sob azoto
+ reconstituicdo em
1 mL de etanol.

10 g de amostra+
extracdo com n-
hexano:EtOH 96%
(1:1, viv) até ficar
incolor.
Manter a -20°C.
Analisar num
espaco de 3 dias.

200 mg de amostra
+ extracdo com 2
mL de agua
saturada de
butanol. Vortex por
30s, agitacéo
horizontal por 15
min. Repouso
durante 60 min a 25
°C.
Homogeneizacéo e
agitacdo durante
mais 15 min.
Repouso por mais
60 min. 1,8 mL de
extracto transferido
para 2 mL de tubos
castanhos de
microcentrifuga e
centrifugados a
4000 rpm e 20 ° C.
Filtracdo do

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa

Método Utilizado: El-
HPLC-DAD Qudah,
2009

Fase Mavel: (A)
MeOH: (MTBE): Hz20
(85:12:3, p/v) com
1,5% de sol. aq. de
acetato de amonio
(B) MeOH: MTBE:
H20 (8:90:2, p/v)
com 1,0% de sol.
ag. De acetato de
amonio.

Fase Estacionaria:
Coluna YMC C30
(3 um, 150 x
4,6 mm)

Mech-
Nowak,
2012

Método Utilizado:
HPLC-DAD

Fase Movel : (A)
H20:MeOH (1%) (B)
MeOH (C) n-
hexano:ACN (10%)

Fase Estacionaria:
Coluna RP C18,
(250mm)

Ndolo,
2013

Método Analitico:
HPLC-DAD

Fase maével: (A) de
MeOH / MTBE /
agua Milli Q (81: 15:
4,v/Ivliv)

(B) de MTBE /
MeOH (90:19, v/ v)
Eluicdo em
gradiente

Fase Estacionaria:
Coluna S3 (3 um,
4,6 x 100 mm)
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sobrenadante,
armazenamento
durante a noite a 20
° C antes da
analise.

Couve e Luteina 500 mg de amostra Método utilizado: Lienau,
Espinafre em puré + 10 mL de HPLC-APCI/MS 2003
MeOH durante 1 h
num incubadora de Fase Movel: (A)
agitagdo a 120 rpm. | MeOH/TBME/Agua
Homogeneizacéo (83:15:2, v/ vIv)
durante 30 s num (B)
banho de gelo + MeOH/TBME/Agua
lavagem com (8:90:2, viviv)
MeOH.
Centrifugacgéo a Fase Estacionéaria:
3000 rpm durante 5 Coluna C30 RP
min. Extrac¢éo (150 x 3mm, 3 um)
repetida quatro
vezes com THF+
Vortex +
centrifugacdo. 1 mL
do extrato
evaporado sob
azoto e
reconstituicdo em 1
mL de EtOH.
Melancia Licopeno, 3 g de amostra Método Utilizado: Yoo,
(20 luteina, homogeneizada HPLC-DAD 2012
genotipos) violaxantina, com 30 mL de
neurosporeno, acetona. Lavagem Fase Movel: (A)
zeacaroteno, com acetona até Acetato de etilo
fitoflueno, ficar incolor+ n- (B) ACN:Hz20 (9:1,
fitoeno hexano (50 mL) + v/v) contendo 0,1%
300 mL H20. TEA
Extratos de n-
hexano evaporados Fase Estacionéria:
sob azoto e Coluna OSD2 (250
reconstituidos com X 4,6 mm, 5 um)
0,5 mL de acetona.
Pimentos 20 15-20 g de amostra Método Utilizado: Azevedo-
vermelho e carotenoides homogeneizada + HPLC-DAD/MS Meleiro,
amarelo acetona, transferido 2009

112

para éter de
petréleo.
Saponificagdo com
sol. de KOH (10%),
a temperatura
ambiente, durante a
noite. Extrato
lavado e seco com
sulfato de sdédio.
Evaporacgéo sob
azoto.
Reconstituicdo em
acetona

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa

Fase Moével: ACN
contendo 0,05%

TEA:MeOH:Acetato

de etilo, Eluicdo em
gradiente

Fase Estacionaria:
Coluna C18 (150 x
4,6 mm, 3 um)




Produtos Luteina, a-
horticolas caroteno,
(folhosos) zeaxantina, -
criptoxantina,
all-trans-
caroteno, 13-
cis-caroteno,
9-cis-B-
caroteno
Batata- [-caroteno e
Doce isbmeros
Batata- B-caroteno
Doce

0,6 g de amostra
aquecida a 85°C por
5 min em EtOH com

BHT (0,1% w/v) +
Saponificagdo com

400 pL de KOH
(20%).Vortex por 40

S +
banho 85°C
durante 10 min+

banho de gelo e 3

mL de H20
desionizada. Apds
saponificacéo
adicdo de Apo-8'
carotenil decanoato.
4x extracBes com n-
hexano.

Evaporacgéo sob

argon+
reconstituicdo em 1
mL (50:50)
MeOH:DCM
5 g de amostra+
extracdo com 3x50
mL de acetona fria.
Filtragdo com 40 mL
de éter de petrdleo.
Lavagem com
3x200 mL de 4gua
ultra-pura. Secagem
da fase superior
com sulfato de
sédio anidro.
Filtracédo e
concentracao até a
secura em VAacuo

(30 ° C) e sob N2.

Reconstituicdo em 2
mL de acetona.

2 g de amostra +5
mL de acetona +
acetona / éter de
petréleo (20:80)+

filtrac&o.
Procedimento
repetido até incolor
+ secagem com
sulfato de sddio
anidro. Evaporacao
a vacuo max. 35°C
até aos 2 mL.

Secagem sob azoto

e reconstituicdo em
5 mL de éter de

petroleo.
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Método Analitico:
HPLC-DAD

Djuikwo,
2011

Fase Mavel: (A)
MeOH:H:20 (92:8,
v/v) com 10 mmol/L
acetato de amoénio
(B) MTBE

Fase Estacionaria:
Coluna C30 (4,6mm
X 250, 3 um)

Método Utilizado:
HPLC-DAD

Kidmose,
2007

Fase Movel:
MeOH/MTBE
(80:20), Eluicéo
isocratica

Fase estacionaria:
Coluna C30 (250 x
4,6 mm, 5 um)

Método Utilizado: Wu,
HPLC-UV/Vis 2008

Fase Mével: ACN /
MeOH / acetato de
etilo / trietilamina
(79: 10: 20: 0,05)

Fase Estacionaria:
Coluna RP C18 (4.6
mm X 200 mm, 5

Hm)
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Tomate
(13
cultivares
diferentes)

Tomate
(20
cultivares e
linhagens
diferentes)

Uvas
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All-trans-
carotenoides,
isémeros cis

all-trans-
luteina,
Licopeno, B-
caroteno,
Isémeros cis
de B-caroteno

Isémeros de
luteina,
isébmeros cis
de luteina,
Isbmeros cis
de B-caroteno

0,5 g de amostra
de tomate seco em
pé + 5 mL de
acetona / etanol (1:
1, v/v). Agitagéo
(150 rpm durante 1
h) + centrifugacéo.
Extracdo até o
residuo ficar incolor.
Sobrenadantes
lavados com 10 mL
do solvente de
extragéo.

0,5 g de amostra
seca + 10 mL de
EtOH:n-hexano
(4:3, vlv)+ agitacao
(150 rpm durante
1h)+ centrifugacgéo.
Separacgéo do
sobrenadante+ 2
extracdes com 10
mL de hexano.
Sobrenadantes
lavados com 50 mL
de H20 destilada +
50 mL de sol. aq.
NaCl (10%).
Evaporagéo sob
azoto.
Reconstituicdo em 1
mL com fase mével.

50 g de amostra +
25 uL BHA (12,66
mg/mL em EtOH).
Homogeneizacao
por 5 min com 3g
de carbonato de
magnésio. Adicao
de 100 ug de b-apo-
8'-carotenal.
Diluicdo com 40 mL
de H20+ extracéo
com 40 mL de n-
hexano:éter dietilico
(2:1, viv).
Evaporacéo.
Residuo dissolvido
em 2 mL
MTBE:hexano (1:1,
VIv).
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Método utilizado:
UHPLC-DAD

Fase movel: (A)
MeOH / MTBE /
agua (90: 5:5,v/v
/v) e (B) MeOH /
MTBE / 4gua

Fase Estacionaria:
Coluna C18 (
100mm x 2.1 mm,
1.7 pm) com coluna
C18

Método Utilizado:
UHPLC-DAD

Fase mével:(A)
MeOH:MTBE:H20
(90:5:5, viviv)
(B
MeOH:MTBE:H20
(90:5:5, viviv),
Eluicédo de
gradiente

Fase Estacionaria:

C18 (100 x 2,1 mm,

1,7 pm) com coluna
C18

Método Utilizado:
HPLC-DAD-ESI/MS

Fase Mavel: (A)
TEA:H20 (0,05%)
(B) TEA:MeOH
(0,05%) (C)
TEA:MTBE (0,05%),
Eluicdo em
gradiente.

Fase Estacionaria:
Coluna RP C30
(250 x 3mm, 5 um)
com coluna C30.

Li et al.,
2013

Li, 2012

Crupi,
2010




Anexo 4

Folha de calculo para a determinacao do teor de carotenoides.

Amostra Salada de frutas N° amostra 82.2 Ne/data requis. 0
Executante LNS Pasta 0 Obsenvagoes 0
paca analise 25.06.2015
trans-luteina trans-zeaxantina trans-f-criptoxantina dl-a-tocoferol
Replicado 1 2 1 2 1 2 1 2 1] 2 1 2 1 2 1 2
Saponificacdo néo sim néo sim nao sim nao sim
s 2 [Declive 440702 | 512782 | 503344 | i
g :2 Ordenada Origem 42257 | 1601 | 10196 | H
% g Residuos < 10% (niweis 2 a 6) sim : sim : sim : : 1
A P 46671 | 37580 | 30608 | I
Toma (g) 20,087 20,0874 20,087 20,087 20,087 | 20,087} 20,087 | 20,087] 20,087 | 20,087} 20,087 20,087} 20,087 | 20,087, 20,087 | 20,087
Volume reconstituicao (mL) 5,0 50 5,0 50 50 50 5,0 50 5,0 50 5,0 50 5,0 50 50 50
Diluicéo 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Teor replicado (ug/mL) 0,55/0:5500 () 5014/0.5014] ¢ 1211|0,1211] o 2971(0.2971] o 2g55[ 02855 ( g761[0.8761 0,0000 0,0000|
Teor replicado (mg/100 g) 0,0137]0,0137{ 0,0125]0,0125] 0,0030| 0,00307 0,0074 | 0,0074] 0,0071(0,0071{ 0,0218| 0,0218] 0,0000| 0,0000{ 0,0000| 0,0000f
Desvio padréo relativo da repetibilidade (%) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 #DIV/O! #DIV/O!
Teor médio amostra (mg/100 g) 0,0137 0,0125 0,0030 0,0074 0,0071 0,0218 0,0000 0,0000
Recuperacéo (%) 92,70 | 92,70 1 61,30 | 61,30 | 92,70 | 92,70 | 61,30 | 61,30 | 92,70 | 92,70 | 61,30 | 61,30 | 92,70 | 92,70 | 61,30 | 61,30
Teor replicado ap6s recup. (mg/100 g) 0,015 | 0,015 | 0,020 | 0,020 | 0,003 | 0,003 | 0,012 | 0,012 | 0,008 | 0,008 | 0,036 | 0,036 | 0,0000|0,0000|0,00000,0000
Des. padréo rel. repetibilidade apds recuperagao (%) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 #DIV/O! #DIV/O!
Teor médio amostra apds recuperagéo (mg/100 g) 0,0148 0,0204 0,0033 0,0121 0,0077 0,0356 0,0000 0,0000
Provitamina A em equivalentes retinol (ug/100 g) 0,00 0,00 2,96 0,00
Teor amostra (mg/100 g) 0,0204 0,0121 0,0356
Teor amostra - resultado final (mg/100 g)
Resultado final (rdbrica e data)
Confirmagéo (rtbrica e data) Validacéao (rubrica e data)
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Anexo 5

Exemplo de um relatério de construcdo de uma reta de calibracdo no programa
EMPOWER® para cada carotenoide.

N
1 m
software

Curva Calibracao

Reported by User: Graga Dias (Gdias)

Project Name:

Referencia\Carotenoides 2014

Calibration ID:
Date Calibrated:

Processing Method:
Processing Method ID: 21856

21869
6;"25;"201_5 5:46:33 PM

150612_CAR 150625 _LNS

System:
Channel:
Proc. Chnl. Descr.:

Project Name:

Referencia\Carotenoides_2014

HPLC3

2998 Ch1 450nm@1.2nm
2998 Ch1 450nm@1.2nm

C FETPYEN o H S = PETREAPNALY ST H e g bt amm ] b
urva diibTdLaU Urulp TUT LIS TLUPETIO LUTIIANTS TV Udld.

Point Information ' Peak: cis-licopeno' table contains no data.

4.0x104
] 2
3.5x104
3.0x104
2.5x108]
2.0x10%]
g ]
1.5x108]
1.0x1085
5.0x10H
0.0
-5.0x10%]
O|OO T T T T I-|DO T T T 2|OO T T T T 3-|00 T T T 4|OO T T T T 500 T T T 6-|DO T T T T
Teor (mcg/ml)
Name: luteina; A -28539.38; B 504554.81; Standard Error 74894.46; R:0.997998; R"2:0.996000; Equation:Y
= 5.05e+005 X - 2.85e+004; RT: 4.900; Fit Type: Linear (1st Order); Cal Curve ld: 21870; Weighting: None
Peak: luteina
Sample Name | Result Id | Name | Level | X Value | Response Calc. % Manual | lgnore
Value | Deviation
1 |P1 21889 | luteina 0.166 83586.752 | 0.222|-25.44 No No
2 | P1 21910 | luteina 0.166 85770532 | 0.227 |-26.86 No No
3 |P2 21932 | luteina 1.350 714752.029| 1.473|-8.36 No No
4 | P2 21956 | luteina 1.350 709941703 | 1.464|-7.76 No No
5 |P3 21977 | luteina 2.700 1263771.908 | 2561 |5.42 No No
6 |P3 21986 | luteina 2.700 1216000.730 | 2.467 |9.47 No No
7 |P4 21994 | luteina 4.050 1942146.378 | 3.906|3.69 No No
Report Method: Curva Calibracao Printed 5:46:36 PM E 6/26/2015 Page: 10of8
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] . -
Curva Calibracao
software
Reported by User: Graga Dias (Gdias) Project Name: Referencia\Carotenoides_2014
Processing Method: 150612_CAR_150625_LNS Project Name: Referencia\Carotenoides_2014
Processing Method ID: 21856 System: HPLC3
Calibration ID: 21869 Channel: 2998 Ch1 450nm@1.2nm
Date Calibrated: 6/25/2015 5:46:33 PM Proc. Chnl. Descr.: 2998 Ch1 450nm@1.2nm
I — Peak:luteina
Sample Name | Result Id | Name | Level | X Value | Response Calc. %‘ Manual | lgnore
Value | Deviation
8 |P4 22004 | luteina 4.050 1927695.490 | 3.877 | 4.46 No No
9 |P5 22014 | luteina 5400 |2742171.395| 5.491|-1.66 No No
10 |P5 22018 | luteina 5.400 2766957.067 | 5.541 |-2.53 No No
11| P6 22036 | luteina 6.750 |3673395.091 No Yes
12 |P6 22053 | luteina 6.750 3429610.886 | 6.854 |-1.51 No No
a.5x100%
3.0x10%] &
2.5x108
] ]
2.0)(105—:
g 1.5x10Y
< ]
1.0x10%]
5.0x10%]
0.0
-5.0¢10%]
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 350 400 450 5.00
Teor (meg/mL)
Name: zeaxantina; A 913.05; B 569750.72; Standard Error 40548.59; R:0.999071; R"2:0.998142; Equation:Y
=5.70e+005 X + 9.13e+002; RT: 5.200; Fit Type: Linear (1st Order); Cal Curve Id: 21871; Weighting: None
Peak: zeaxantina
Calc. %
Sample Name | Result id Name Level | X Value | Response Value | Deviation Manual | ignore
1 |P1 21889 | zeaxantina 0.122 67421.828 | 0.117 |4.43 No No
2 |P1 21910 | zeaxantina 0.122 67345998 | 0.117 |4.55 No No
Report Method: Curva Calibragao Printed 5:46:36 PME 6/26/2015 Page: 20of8
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Reported by User: Gracga Dias (Gdias) Project Name: Referencia\Carotenoides 2014
Processing Method: 150612_CAR_150625_LNS Project Name: Referencia\Carotenoides_2014
Processing Method ID: 21856 System: HPLC3
Calibration ID: 21869 Channel: 2998 Ch1 450nm@1.2nm
Date Calibrated: _5;25;20_1_5_5:46:33 PM Proc. Chnl. Descr.: 2998 Ch1 450nm@1.2nm
Peak:zeaxantina
Sample Name | Result id Name Level | X Value | Response \?alc. %. Manual | lgnore
alue | Deviation
3 | P2 21932 | zeaxantina 0.977 599814.265| 1.051 |-7.08 No No
4 | P2 21956 | zeaxantina 0.977 563301.741| 0.987 [-1.05 No No
5 |P3 21977 | zeaxantina 1.953 1038733.954 | 1.822 |7.24 No No
6 |P3 21986 | zeaxantina 1.953 1100317.622 | 1.930|1.23 No No
7 |P4 21994 | zeaxantina 2.930 1731227.905| 3.037 |-3.52 No No
8 |P4 22004 | zeaxantina 2.930 1660325.134 | 2.913 | 0.60 No No
9 |P5 22014 | zeaxantina 3.907 |2357899.257 No Yes
10 |P5 22018 | zeaxantina 3.907 |2140626.525 No Yes
11| P6 22036 | zeaxantina 4.884 |3030226.838 No Yes
12 |P6 22053 | zeaxantina 4.884 2778718.121| 4.875|0.16 No No

Curva Calibragao group for b-apo-8'-carotenal contains no data.

Point Information ' Peak: b-apo-8'-carotenal’ table contains no data.

Report Method: Curva Calibracao Printed 5:46:36 PME 6/26/2015 Page: 3of8
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software
Reported by User: Graga Dias (Gdias) Project Name: Referencia\Carotenoides_2014
Processing Method: 150612_CAR_150625_ LNS Project Name: Referencia\Carotenoides_2014
Processing Method ID: 21856 System: HPLC3
Calibration ID: 21869 Channel: 2998 Chi 450nm@1.2nm
Date Calibrated: _6!25!2q1_5_5:46:33 PM Proc. Chnl. Descr.: 2998 Chi 450nm@1.2nm

Curva Calibragao group for equinenona contains no data.

Point Information ' Peak: equinenona’ table contains no data.

3.5x10%]
3.0x 108
2.5x10H
2.0x108]
g ]
< 1.5x108
1.0x10%]
5.0x10H
0.0
-5.0x10%
S T L I S s
Teor (mcg/mL)
Name: b-criptoxantina; A -11853.54; B 575947 .68; Standard Error 31420.99; R:0.999591; R"2:0.999182;
—— Equation: Y= 5.76e+005 X - 1.19e+004; RT: 8.060; Fit Type: Linear (1st Order); Cal Curve ld: 21874;
Weighting: None
Peak: b-criptoxantina
Calc. %
Sample Name | Result Id Name Level | X Value | Response Value | Deviation Manual | lgnore
1 (P41 21889 | b-criptoxantina 0.128 81305.200 | 0.162 (-20.62 No No
2 |P1 21910 | b-criptoxantina 0.128 80486.020 | 0.160 (-19.91 No No
3 |P2 21932 | b-criptoxantina 1.127 639301.275| 1.131(-0.33 No No
4 |P2 21956 | b-criptoxantina 1.127 625999.327 | 1.107 |1.74 No No
5 |P3 21977 | b-criptoxantina 2.254 1280716.787 | 2.244 |0.42 No No
6 |P3 21986 | b-criptoxantina 2.254 1258380.608 | 2.205|2.18 No No
Report Method: Curva Calibracdo Printed 5:46:36 PM E 6/26/2015 Page: 4 of 8
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uaidid Curva Calibracao
Reported by User: Graga Dias (Gdias) Project Name: Referencia\Carotenoides_2014
Processing Method: 150612_CAR_150625_LNS Project Name: Referencia\Carotenoides_2014
Processing Method ID: 21856 System: HPLC3
Calibration ID: 21869 Channel: 2998 Chi 450nm@1.2nm
Date Calibrated: §f25fzq1_5_5:46:33 PM Proc. Chnl. Descr.: 2998 Chi 450nm@1.2nm
Peak: b-ctiptoxantina
Sample Name | Result Id Name Level | X Value | Response Calc. % Manual | lgnore
Value | Deviation
7 |P4 21994 | b-criptoxantina 3.380 1968465.329 | 3.438|-1.69 No No
P4 22004 | b-criptoxantina 3.380 1877290.345 | 3.280 | 3.06 No No
P& 22036 | b-criptoxantina 5.634 |3351670.789 No Yes
10 |P6 22053 | b-criptoxantina 5.634 3261727.265| 5.684 (-0.88 No No

Curva Calibragao group for licopeno contains no data.

Point Information ' Peak: licopeno' table contains no data.

3.0x10%]
] |
] L1
2.5x10%
2.0x108]
o 1.5x10%]
o )
< ]
1.0x108]
5.010%]
0.0]
5.0x10%]
000 oo 100 150 200 250 300 350 400
Teor {(mcg/'mL)
Name: a-caroteno; A -38498.37; B 657424.40; Standard Error 60883.08; R:0.997775; R"2:0.995554;
—— Equation: Y = 6.57e+005 X - 3.85e+004; RT: 14.700; Fit Type: Linear (1st Order); CalCurve Id: 21877,
Weighting: None
Report Method: Curva Calibragao Printed 5:46:36 PM E 6/26/2015 Page: 50f 8
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Curva Calibracao

Reported by User:  Graca Dias (Gdias)

Project Name:

Referencia\Carotenoides_2014

Processing Method:

150612_CAR_150625_LNS

Project Name:

Referencia\Carotenoides_2014

Processing Method ID: 21856 System: HPLC3

Calibration ID: 21869 Channel: 2998 Ch1 450nm@1.2nm

Date Calibrated: §f25fzt)_1_5_5:46:33PM Proc. Chnl. Descr.: 2998 Ch1 450nm@1.2nm

Peak:a-caroteno
Sample Name | Result id Name Level | X Value | Response \?alc. % Manual | lgnore
alue | Deviation

1 |P1 21889 | a-caroteno 0.092 64111.280| 0.156 |-41.31 No No
2 |P1 21910 | a-caroteno 0.092 63264.500| 0.155|-40.82 No No
3 |P2 21932 | a-caroteno 0.819 523035.824 | 0.854 |-4.16 No No
4 |P2 21956 | a-caroteno 0.819 508425.705| 0.832|-1.60 No No
5 |P3 21977 | a-caroteno 1.637 978749.817 | 1.547 |5.80 No No
6 |P3 21986 | a-caroteno 1.637 961551.722 | 1.521|7.62 No No
7 |P4 21994 | a-caroteno 2.456 1581095.652 | 2.464 |-0.32 No No
8 |P4 22004 | a-caroteno 2.456 1504263.694 | 2.347 | 4.65 No No
9 |P6 22036 | a-caroteno 4.093 |2879002.027 No Yes
10 |P6 22053 | a-caroteno 4.093 2737911.640| 4.223 [-3.09 No No

Curva Calibragao group for cis-a-caroteno contains no data.

Point Information ' Peak: cis-a-caroteno’ table contains no data.

Report Method: Curva Calibragao

Printed 5:46:36 PME 6/26/2015
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software
Reported by User: Graga Dias (Gdias) Project Name: Referencia\Carotenoides 2014
Processing Method: 150612_CAR_150625_LNS Project Name: Referencia\Carotenoides_2014
Processing Method ID: 21856 System: HPLC3
Calibration ID: 21869 Channel: 2998 Ch1 450nm@1.2nm
Date Calibrated: §f25fzq1_5_5:46:33 PM Proc. Chnl. Descr.: 2998 Chi 450nm@1.2nm
2.0)(106—5
1.3x105—f E =
1.6x1085
1.4x106’—5
1.2:(105—5
= 1.0x105—f
3 ]
< gox10™]
6.0)(105—5
4.0)(105—5
2.0)(105—5
0.0
-2.0)(105—5
000 eso 1o 1m0 " 200 0 2k " s
Teor (mcg'mL)
Name: b-caroteno; A 10483.76; B 525163.33; Standard Error 24560.63; R:0.999139; R"2:0.998280;
——— Equation: Y= 5.25e+005 X + 1.05e+004; RT: 16.100; Fit Type: Linear (1st Order); Cal Curve Id: 21879;
Weighting: None
Peak: b-caroteno
Sample Name | Result id Name Level | X Value | Response Calc. %. Manual | lgnore
Value | Deviation
1 |P1 21889 | b-caroteno 0.065 44438.402 | 0.065|0.07 No No
2 | P1 21910 | b-caroteno 0.065 41608.043 | 0.059|9.17 No No
3 | P2 21932 | b-caroteno 0.664 383934.800| 0.711|-6.67 No No
4 | P2 21956 | b-caroteno 0.664 385747.233| 0.715|-712 No No
5 |P3 21977 | b-caroteno 1.327 682495292 | 1.280|3.73 No No
6 |P3 21986 | b-caroteno 1.327 693436.845| 1.300|2.07 No No
7 | P4 21994 | b-caroteno 1.991 1054525723 | 1.988|0.15 No No
8 | P4 22004 | b-caroteno 1.991 1020433.161| 1.923 |3.54 No No
9 |P5 22014 | b-caroteno 2.655 |1794296.593 No Yes
Report Method: Curva Calibragcao Printed 5:46:36 PM E 6/26/2015 Page: 7of 8
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Curva Calibragao

Reported by User: Graca Dias (Gdias)

Project Name:

Referencia\Carotenoides_2014

Processing Method:

150612_CAR_150625_LNS

Project Name:

Referencia\Carotenoides_2014

Processing Method ID: 21856 System: HPLC3

Calibration ID: 21869 Channel: 2998 Ch1 450nm@1.2nm

Date Calibrated: 6/25/2015 5:46:33 PM Proc. Chnl. Descr.: 2998 Ch1 450nm@1.2nm

I— Peak: b-caroteno
Sample Name | Result id Name Level | X Value | Response Calc. % Manual | lgnore
Value | Deviation
10 |P5 22018 | b-caroteno 2.655 1720981.860 No Yes
11| P6 22036 | b-caroteno 3.319 1872046.575 No Yes
12 |P6 22053 | b-caroteno 3.319 1781055.895| 3.371 |-1.57 No No
Curva Calibragao group for cis-b-caroteno contains no data.

Point Information ' Peak: cis-b-caroteno’ table contains no data.
Report Method: Curva Calibragao Printed 5:46:36 PM E 6/26/2015 Page: 8of 8
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Anexo 6

Tabela A.6- Parametros calculados para a representacdo das cartas de controlo de médias.

Teor em mg/100 g

B-criptoxantina

Sub-amostras | a-caroteno | B-caroteno | licopeno | luteina | zeaxantina
x 0,220 0,690 1,860 0,051 0,041 0,120
S 0,042 0,067 0,547 0,010 0,003 0,013
X +s 0,262 0,757 2,407 0,061 0,044 0,133
X 42s 0,305 0,823 2,953 0,071 0,047 0,146
X +3s 0,347 0,890 3,500 0,081 0,050 0,158
X-s 0,178 0,623 1,313 0,041 0,038 0,107
X -2s 0,135 0,557 0,767 0,031 0,035 0,094
X -3s 0,093 0,490 0,220 0,021 0,032 0,082

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa
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Tabela A.7- DMS nas amostras de frutos analisadas.

Amostra

Salada de frutas

Figos secos

Uvas

Laranja

Maga

Pera

Meloa

Melao

Anexo 7

Analito Conc.media (Mg/100 g)
a-caroteno 0,0078
[B-caroteno 0,048

B-criptoxantina 0,026

Licopeno 0,080

Luteina 0,029
Zeaxantina 0,015
B-caroteno 0,014

B-criptoxantina 0,0034

Licopeno 0,0087

Luteina 0,013
Zeaxantina 0,017
B-caroteno 0,025

Luteina 0,041
Zeaxantina 0,0035
[B-caroteno 0,030

B-criptoxantina 0,044

Luteina 0,015
Zeaxantina 0,036
[B-caroteno 0,016

[-criptoxantina 0,0044

Luteina 0,018
Zeaxantina 0,0038

Luteina 0,011
Zeaxantina 0,0042
B-caroteno 0,24

Luteina 0,041
B-caroteno 0,029

Luteina 0,018

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa

0,0024
0,014
0,0075
0,022
0,011
0,0061
0,0041
0,0010
0,0023
0,0049
0,0067
0,0074
0,015
0,0014
0,0088
0,013
0,0054
0,014
0,0048
0,0013
0,0065
0,0015
0,0041
0,0017
0,072
0,015
0,0087
0,0066

DMS (mg/100 g)
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Anexo 8

Tabela A.9- DMS nas amostras de produtos horticolas analisadas.

. Conc wvedia
Amostra Analito (Mg/100 g) DMS (mg/100 g)
Luteina 0,030 0,011
Batata
Zeaxantina 0,016 0,0063
B-caroteno 0,46 0,14
Brocolos
Luteina 1,1 0,39
B-caroteno 0,31 0,094
Tomate Licopeno 2,3 0,63
Luteina 0,18 0,066
B-caroteno 0,83 0,25
Alface
Luteina 1,0 0,38
B-caroteno 3,3 1,0
Grelos
Luteina 6,2 2,3
B-caroteno 4.0 1,20
Nabicas
Luteina 6,9 2,6
a-caroteno 4,2 1,3
Cenouras B-caroteno 8,6 2,58
Luteina 0,65 0,24
B-caroteno 0,0038 0,0011
Couve-flor
Luteina 0,020 0,0072
B-caroteno 0,87 0,26
Pimentos Luteina 0,34 0,13
Zeaxantina 0,17 0,070
a-caroteno 0,035 0,011
Feijao-Verde B-caroteno 0,24 0,071
Luteina 0,50 0,18

126
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Anexo 9
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Figura A.9- Cromatograma do material de referéncia interno contendo 1 - luteina (tr=5,403

min), 2 - zeaxantina (tr=5,742 min), 3 — 3-apo-8’-carotenal (tr=6,644), 4 - p-criptoxantina

(tr=8,964 min), 5 - licopeno (tr=12,939 min), 6 — a-caroteno (tr=16,353 min) e 7- B-caroteno

(tr=17,921 min).
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Anexo 10

Comunicacao oral para a 82 Reunido Anual Portifir

Influencia da sazonalidade no teor.de carotenoides em frutos

Lucélia Silva®®, Celeste Serra®, M. Graga Dias?

“Departamento de Alimentagao e Nutricao, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricarda Jorge, IP, Av. Padre Cruz, 1649-016 Lisboa

GOVERNO DE
F PORTUGAL
pr—— c’

@lwsmum SUPERIOR
DE®

NGENHARIA DE LISBOA

bCentro de Investigagio em Engenharia Quimica e Biotecnologia, Area Departamental de Engenharia Quimica, Instituto Superior de Engenharia de Lisboa, R. Conselheiro Emidio Navarre n® 1, 1959-007 Lisboa
email: m.graca.dias@insa.min-saude.pt

Introducgao

Os carotenoides sdao compostos bioativos com efeitos positivos na
salide e alguns tém fungdo nutriente provitamina A. A composigao em
carotenoides dos alimentos pode variar quantitativa e/ou
qualitativamente. Para uma mesma espécie, estas variagdes ocorrem
por diversos factores tais como: variedade, tipo de solo de cultivo,
estado de maturagao, clima, localizagdo geografica, estagdo do ano
11

Objetivos

Este trabalho teve como objetivo avaliar o teor de carotencides em
varios frutos, disponiveis no mercado portugués, uvas, laranjas, peras
e magas, em diferentes estagGes do ano.

Materiais e Métodos

Recolha de amostras de
uvas, magas, peras e
laranja de acordo com o
plano de amostragem

em

Preparagao das amostras e
delerm\rlaqéode

estagoes do ano, primavera,
verao, outona e invemo e
-em vdrios estabelecimentos.
comerciais da regiao da
grande Lisboa.

Avaliagio das diferencas
entre o teor de carotensides
nas diferentes estases do
ano através da Diferenca
Minima Significativa (DMS),
calculada com base na
incerteza expandida da
medicao (nivel de

acordo com
um método de HPLC
acreditado no laboratdrio
pela norma ISO 17025 [2]

Igentificagao e Quantificacan
Detector Uv/Vis: 450 nm
para os analitos estudados
Identificacéo: comparagéo
com os tempos de retencao
dos padroes
Quantificagéo: método do
padrao extemo

~Extragao com
WeOH. THF
-Evaporacéo
~Reconstituigao
-Saponificacao &
temp. ambiente
-Evaporagao
-Reconstituigao

Sistema de HPLC
Coluna: Vydac201TP54
(250x4.6mm, 5 pm) de fase
invertida

Fase mével: Acetonitrilo e
MeoH(contendo acetato de
aménio 0,05M):
diclorometano, 20:5,viv,
contendo 0,4% de BHT e

CHNATEAEEI) 0,2% de trietilamina;
caudal:1,5 mLmin; volume

de injes0: 50 L

\ Resultados e Discusséo

Teor de carotencides nas uvas

§

é

Bcaroteno

Tear(mg/100)
§ 28 8%

=Ouwono w inverno

Figura 1—

Teor de carotenoides nas macas

. =T
p-careteno B-criptoxantina Lueeing Zzeantna
VerSo mOuono minverno
Figua 2=
Teor de carotenoides nas laranjas
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0,050
$ 000 —

0,030

0020

Teor

| | | | ll
oo L Cml & ] M

acorotens  Bearoteno  Boiptoxantee  Luteins Zzemntina

VerBo mOuono  Inverno

Figura 3—

Teor de carotenoides nas peras

v

As diferengas entre os teores de carotenoides nas amostras foram avaliadas com base na
Diferenca Minima Significativa (DMS), calculada a partir de incerteza expandida da medigéo para
um nivel de significancia de 5% [3].

A4

Os teores de carotenoides, B-caroteno, luteina e zeaxantina nas amostras de uvas recolhidas na
estaga@o de outono e inverno, néo apresentaram diferengas significativas.

v

Nas amostras de magas, existe uma diferenca significativa nos teores em B-caroteno e
B-criptoxantina para as trés estagbes; o mesmo néo se verificou para o teor em luteina e
zeaxantina que n&o diferiram significativamente nas trés estagdes do ano.

» As amostras de laranjas recolhidas nas trés estagdes do ano, apresentam diferencas
significativas relativamente ao teor em B-caroteno, sendo o teor mais elevado no verdo. Quanto a
B-criptoxantina, as amostras recolhidas no verdo e no outono néo diferiram significativamente,
mas a amostra recolhida no invemno apresentou um teor significativamente superior. Para a luteina
o teor no inveno foi significativamente inferior ao do ver@o e outono. No que se refere a
zeaxantina o teor no veréo foi significativamente superior ao do outono e inverno.

v

Para as peras, os teores de luteina n&o foram significativamente diferentes no verdo, outono e
invemno. Os teores de zeaxantina, estes ndo foram significativamente diferentes no verdo e no
outono mas os teores no inverno foram significativamente superiores aos do outono.

Conclusoes

o
o

Tendo em consideragao que o plano de amostragem dos frutos foi estabelecido com base no
consumo da populagéo, os carotenoides ingeridos a partir de uma determinada espécie de fruta
podem ser diferentes qualitativa e quantitativamente nas diferentes estagdes do ano.

e

< Para avaliar a ingestdo de carotenoides a partir de frutos, pela populagéo, nas diferentes estagbes

do ano, este estudo deve ser complementado com a avaliagdo dos teores nestes frutos na
primavera e combinados com a determinagéo de carotenoides em outros frutos que possam
contribuir significativamente para a sua ingestéo.
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