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SAPONIFICATION INFLUENCE IN CAROTENOID DETERMINATION IN CERRADO PASSION FRUIT. This work describes
the evaluation of the effect of saponification process in the carotenoid’s content of three species of passion fruit. The results indicated
the saponification of the extract was necessary to obtain cis-violaxanthin, frans-violaxanthin and -cryptoxanthin hydrolyzed. These
compounds were found in fruits of commercial P. edulis and yellow wild P. edulis. However, the extract saponification did not

permitted to obtain free carotenes in fruits of wild purple P. edulis and P. setacea, and to trans-violaxanthin of P. cincinnata, therefore

saponification was not indicated in the carotenoid analysis of these three accessions of passion fruit.
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INTRODUCAO

Sédo encontrados mais de 600 carotenoides diferentes na natureza.
Estes compostos sdo responsdveis pela cor de uma variedade de frutas,
flores, sementes e raizes vegetais, que pode variar entre o amarelo
claro, laranja e vermelho. Na alimentagdo, alguns carotenoides
apresentam atividade pré-vitamina A; outros apresentam atividade
antioxidante e podem conferir propriedades funcionais aos alimentos,
apresentando efeitos benéficos a saide humana.'

Embora seja conhecida uma grande diversidade de carotenoides,
estes compostos sdo derivados de uma estrutura bdsica e apresentam
propriedades fisicas e quimicas em comum.' A instabilidade dos
carotenoides decorre da estrutura da molécula altamente insaturada,
sendo que a degradag@o ocorre principalmente por oxidagdo e por
isomerizacdo.’

A maioria dos carotenoides hidroxilados (xantofilas) em frutas
maduras estd esterificada com 4cidos graxos. Entretanto, algumas
frutas, particularmente aquelas que permanecem verdes quando
maduras, tal como o kiwi, tm pouca ou nenhuma esterificagéo.> A
esterificacdo dos carotenoides parece ser importante para a formacao
dos cromoplastos, acimulo e longevidade dos carotenoides e para
a coloracdo dos tecidos. A forma esterificada € considerada mais
estdvel e mais lipossoldvel.?

O maracujazeiro € uma fruteira nativa do Brasil que tem diversas
potencialidades. Sua exploragdo comercial € baseada principalmente
na espécie P. edulis, conhecida como maracujd-azedo,* seguida pela
espécie P. alata, conhecida como maracujd doce. O interesse pelo
estudo das potencialidades de outras espécies pertencentes ao géne-
ro Passiflora tem crescido no pais para a expansio e diversificagdo
desse mercado.

Silva e Mercadante® identificaram na polpa de maracujé-amarelo
comercial B-criptoxantina, prolicopeno, cis-{-caroteno, {-caroteno,
B-caroteno e 13-cis-f-caroteno, além de neurosporeno e y-caroteno
em alguns lotes. Porém, ainda ndo foram realizados estudos so-
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bre o perfil de carotenoides nas espécies nativas e silvestres de
maracuja.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da saponificacdo
na determinag@o de carotenoides na polpa de P. edulis comercial e
em trés espécies nativas de Passiflora (P. cincinnata, P. setacea ¢ P.
edulis), procedentes do Banco Ativo de Germoplasma de Passiflora
da Embrapa.

PARTE EXPERIMENTAL
Material vegetal

Os frutos dos maracujazeiros nativos foram obtidos do Banco
Ativo de Germoplasma de Passiflora da Embrapa Cerrados, Planal-
tina-DF, em mar¢o e dezembro de 2008: Passiflora cincinnata Mast.,
conhecida como maracuja do cerrado, com polpa creme (subamostra
CPAC MJ-26-01 redondo; subamostra CPAC MJ-26-02 cabaga); P.
setacea D.C., conhecido como maracuja do sono, com polpa ama-
relo claro (subamostra CPAC MJ-12-01-BRS Pérola do Cerrado);
subamostras nativas de P. edulis Sims, com polpa amarelo escuro
(maracujd amarelo CPAC MJ-36-01, e maracujd roxo CPAC MJ-21-
01). Os frutos comerciais de P. edulis Sims (maracujd amarelo) foram
obtidos em hipermercado de Brasilia-DF em 2008.

Extracio de carotenoides

Para minimizar a degradacgio de carotenoides, todas as etapas
analiticas foram realizadas em ambiente com temperatura controlada
e luminosidade reduzida. A extra¢do de carotenoides foi realizada
segundo Rodriguez-Amaya.* Os carotenoides foram extraidos com
acetona resfriada a 4 °C e adicdo de hyflosupercel (Diacel), como
auxiliar de extracdo, e 0,1% de antioxidante BHT (butil hidroxito-
lueno) para minimizar a degradacio dos carotenoides. A extragao foi
repetida até a descoloragdo total do residuo da polpa (cerca de cinco
extragdes sucessivas). Os carotenoides foram transferidos da acetona
para o éter etilico, usando um funil de separacao.
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Saponificacio do extrato

Para avaliar o efeito da saponifica¢do, os frutos de cada acesso
ou subamostra foram extraidos entre trés e quatro repeti¢des com
saponificac@o e trés e quatro repeticdes sem saponificacdo. Os extratos
foram saponificados com KOH 10% em metanol por 16 h a tempe-
ratura ambiente. No dia seguinte, o -OH foi eliminado, lavando-se
o extrato etéreo exaustivamente com dgua (cerca de 7 L) em funil
de separacdo até pH neutro, indicado pela auséncia de colorac¢do
da fenoftaleina na dgua de descarte. O extrato etéreo foi evaporado
a vicuo (temperatura inferior a 35 °C) até quase secura. O residuo
do extrato foi transferido para um vial, seco em nitrogénio, diluido
com hexano (4 mL) e adicionado de BHT; o ar foi retirado com uma
seringa de agulha fina (insulina). A tampa e o selo do vial foram
envolvidos com parafilme e o extrato foi mantido sob refrigeracio
(-20°C) até o momento da andlise por CLAE, que foi feita dentro de
sete dias. Antes da andlise, o extrato foi seco com nitrogénio, diluido
com acetona grau CLAE e filtrado em Millex LCR com membrana
PTFE modificada 0,45 um 13 mm (Millipore).

Separacao de carotenoides

A separacgao foi realizada por CLAE segundo Kimura e Rodri-
guez-Amaya® e Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya,’ utilizando-se
um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (Varian) equipado com
detector por arranjo de fotodiodos (PDA PS-335), bomba (PS-240),
injetor (PS-410) e software Galaxie 1.9, em ambiente com tempe-
ratura controlada (22 + 1 °C). Os carotenoides foram separados em
coluna C,; ODS-2 150 x 4,6 mm 3 um (Waters), utilizando acetoni-
trila (contendo 0,05% de trietilamina):metanol: acetato de etila em
gradiente de 95:5:0, durante os 20 min iniciais da corrida, e 60:20:20
entre 20 e 60 min de corrida; o tempo de equilibrio da coluna foi de
20 min. O fluxo utilizado foi 0,5 mL min"' e o volume de amostra
injetado foi 10 uL. A solucdo de acetonitrila contendo 0,05% de
trietilamina foi filtrada em membrana PTFE modificada 0,45 pm
para eliminag@o de residuos.

Identificacio dos carotenoides

A identificacdo dos carotenoides analisados por CLAE foi rea-
lizada através dos espectros de absor¢do no UV-visivel fornecidos
pelo detector por arranjo de fotodiodos, pelo tempo de retengdo e
por cocromatografia com padrdes. Os espectros foram adquiridos
entre 500 e 360 nm e os cromatogramas foram processados no com-
primento de onda mdximo de absorg¢do (A, ) de cada carotenoide.
A identificacdo de cada carotenoide purificado em coluna aberta,
posteriormente utilizado como padrdo em CLAE, foi previamente
realizada através do perfil do espectro de absor¢do em UV-visivel
(espectrofotdmetro Lambda 25 Perkin Elmer), através dos valores de
Rf em camada delgada (utilizando éter de petréleo:acetato de etila na
proporcdo 9:3 como fase mével) e por reagdes quimicas especificas,
como isomerizacdo cis-trans com iodo, auséncia ou presenca de
cetocarotenoides (por rea¢do com boroidreto de sdédio), teste para
identificagdo de epoxidos (através da exposi¢do da camada delgada
a vapores de HCI) e localizacdo do grupo epodxido (por adicio de
HCl diluido na solugio etandlica do pigmento e posterior registro do
deslocamento mdximo de absor¢do em espectrofotdmetro).?

Quantificacao dos carotenoides e obtenciao de padroes
Os carotenoides foram quantificados através de curva de cali-

bracdo externa e fator de corre¢do, conforme Kimura e Rodriguez-
Amaya.® O padrdo de rrans-f-caroteno foi fornecido pela DSM
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Nutritional Products (Suica). Os demais padrdes foram purifica-
dos, conforme Rodriguez-Amaya,” por cromatografia em coluna
utilizando como fase estaciondria uma mistura 1:2 de 6xido de
magnésio:hyflosupercel (Diacel), a partir da polpa de maracuja-
amarelo comercial. O teor de carotenoide presente em cada fracdo
eluida da coluna foi determinado em espectrofotometro Perkin-Elmer,
modelo lambda 25, a partir das respectivas absorbancias maximas em
éter de petrdleo, utilizando-se os valores de absortividade tabelados
por Davies® e considerando-se a pureza de cada fracdo avaliada por
CLAE, conforme Kimura e Rodriguez-Amaya.® As fragdes de carote-
noides isolados e avaliados foram utilizadas como padrdo nas andlises
dos frutos de maracuja por CLAE. Os célculos de concentracdo de
carotenoides na polpa dos frutos foram corrigidos de acordo com o
grau de pureza de cada padrio. O 13-cis-B-caroteno e o cis-C-caroteno
foram estimados utilizando-se as curvas dos respectivos carotenoides
trans, conforme Silva e Mercadante.® O procedimento utilizado para
a estocagem dos padrdes purificados foi 0 mesmo realizado para o
armazenamento das amostras. Pontos de concentragdo conhecidos
de trans-B-caroteno foram injetados duas a trés vezes por semana
durante a determinagdo de carotenoides das amostras, para verificar a
reprodutibilidade da resposta obtida e para avaliar o fator de resposta
dos diferentes carotenoides.

Analise de dados

Para avaliagdo da reprodutibilidade das andlises de trans-f3-
caroteno e a estabilidade do padrdo congelado, foi tragada a carta
controle de amplitude moével (variabilidade) das dreas dos picos
produzidos. A comparacdo dos métodos de extragdo, com e sem
saponificagdo, foi feita a partir da concentrag@o de cada carotenoide,
utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis a um nivel de significincia de
5% com auxilio do software SAS versdo 9.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A variabilidade de dreas de rrans-B-caroteno ap6s injegdes su-
cessivas durante 28 dias mostrou a estabilidade deste padrao quando
estocado em hexano (-20 °C) (Figura 1). Ap6s este periodo, 0 aumento
da variabilidade de drea indicou perda de estabilidade do mesmo
padrdo. As andlises apresentaram repetibilidade para concentragdes
entre 10 e 40 ug mL™".
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Figura 1. Variabilidade de dreas de trans-B3-caroteno apds injegées sucessivas
durante 28 dias

Foram isolados os padrdes de trans-violaxantina (pureza
= 97%; r = 0,999), B-criptoxantina (pureza = 86%; r = 0,999),
prolicopeno (pureza = 92%; r = 0,999), luteina (pureza = 94%;
r = 0,999) poli-cis-caroteno (pureza = 91%; r = 0,999), trans-C-
caroteno (pureza = 97%; r = 0,999) e cis-violaxantina (pureza =
99%; 1 =0,993). O trans-B-caroteno comercial apresentou pureza
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de 96% (r = 0,997). O limite inferior de linearidade da curva de
calibragdo foi de 8,2 e 8,5 ug mL! para o frans-f-caroteno e para
o trans-{-caroteno, tendo sido observada linearidade de resposta
até 40,0 e 34,5 ug mL"!, respectivamente.

A separacdo dos carotenoides em diferentes espécies de
Passiflora pode ser observada na Figura 2, sendo que o perfil de
carotenoides diferiu entre as trés espécies avaliadas.

Verificaram-se diferencas significativas entre as médias das
concentracdes de carotenoides em amostras saponificadas e ndo
saponificadas de frutos de P. edulis comercial (Tabela 1). Nas
subamostras de P. edulis roxo nativo, entre os seis carotenoides
encontrados, foram verificadas diferencas significativas em cinco
deles. Ja em P. edulis amarelo nativo entre os oito carotenoides
encontrados foram observadas diferengas em trés deles. Em
P. setacea a saponificagdo exerceu efeito significativo nos trés
carotenoides analisados e em P. cincinnata a saponificacdo ndo
apresentou influéncia.

Para o B-caroteno (Figura 3), tanto na forma cis quanto na
forma trans, a saponificagdo apresentou diferenga significativa
apenas em P. setacea, indicando perdas de B-caroteno em fun-
¢do da saponificagdo desta espécie. O efeito observado pode
ser resultado da interagdo com algum componente pré-oxidante
presente na matriz de P. setacea. No trabalho de Kimura et al.,"
a saponificagdo a frio do extrato de carotenoides do mamaio, o
mesmo método empregado no presente estudo, ndo influenciou o
teor de B-caroteno.

Os carotenos livres cis e trans-C-caroteno, poli-cis-caroteno
(estrutura ndo identificada) e prolicopeno foram encontrados nas
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amostras saponificadas e ndo saponificadas dos trés acessos de P.
edulis; tragos de cis--caroteno também foram encontrados nas
amostras ndo saponificadas de P. setacea. Os tratamentos indica-
ram perda de {-caroteno, de poli-cis-caroteno e de prolicopeno
em fung¢do da saponificagdo dos extratos de P. edulis roxo nativo
e P. edulis comercial.

A xantofila B-criptoxantina também foi detectada apenas
em P. edulis, sendo que a saponificagdo apresentou influéncia
positiva nas trés subamostras. Ao contrdrio dos resultados en-
contrados para os carotenos livres acima, os resultados indicam
que a B-criptoxantina (carotenoide hidroxilado) se encontrava
predominantemente na forma esterificada. Nas polpas de P. edulis
amarelo e roxo nativos esse carotenoide sé foi encontrado nas
amostras saponificadas. No estudo de Konnings e Roomans'' a
concentrac@o de B-criptoxantina em tangerina também foi maior
nas amostras saponificadas, comparadas com as amostras nao sa-
ponificadas, indicando que parte desse carotenoide se encontrava
esterificado nessa fruta.

A violaxantina foi encontrada apenas nas amostras saponifica-
das de P. edulis comercial, P. edulis amarelo nativo e P. setacea; a
forma cis foi encontrada somente nas amostras saponificadas de
P. edulis comercial e P. setacea, indicando que, nestas espécies, a
saponificagc@o € importante para liberar os ésteres de violaxantina.
Entretanto, em P. cincinnata, a trans-violaxantina foi detectada
apenas nas amostras ndo saponificadas, indicando que esse caro-
tenoide ndo se encontra esterificado e que a saponificagdo ndo é
necessdria nesta espécie. Cano et al.'? verificaram que a saponi-
ficagdo liberou a B-criptoxantina-5,6-ep6xido, a violaxantina e
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Figura 2. Separagdo de carotenoides por CLAE, detectados no comprimento de onda mdximo (M, ). A) P. edulis comercial a, com elevado teor de cis- e trans-
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C-caroteno (picos 10 e 11). B) P. edulis comercial b, com elevado teor de B-caroteno (pico 12). C) P. edulis roxo nativo. D) P. setacea. 1. Neoxantina, 2. Trans-

violaxantina, 3. Cis-violaxantina, 4. Anteraxantina, 5. Luteina, 6. Zeaxantina, 7. B-criptoxantina, 8. Prolicopeno, 9. Poli-cis-caroteno, 10. Cis-C-caroteno, 11.

Trans-C-caroteno, 12. Trans-B-caroteno, 13. Fitoflueno, 14. 13-cis-B-caroteno
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Tabela 1. Concentragdo de carotenoides (ug g') em amostras saponificadas e ndo saponificadas de maracujazeiros

Espécies P. cincinnata ‘redondo’ P. setacea P. edulis amarelo nativo P. edulis roxo nativo P. edulis comercial
Meétodo de extragdo ¢/ sap! s/ sap? ¢/ sap s/ sap ¢/ sap s/ sap c/ sap s/ sap ¢/ sap s/ sap
Carotenoide Concentragao (ug g') Média = DP

trans-violaxantina - tr tr - 0,50+0,05 - - - 0,50+0,10 -
cis-violaxantina - - 0,20+0,06 - - - - - 1,20+0,20 -
B-criptoxantina - - - - 0,24+0,02 - 0,20+0,03 - 1,80+0,20a 0,40+0,20b
prolicopeno - - - - 3,00+0,20a 3,03+0,08a 5,30+0,2a 5,90+0,50b 0,31+0,18a 0,87+0,09b
poli-cis-caroteno - - - - 1,20+0,03a 1,30+0,10b 3,07+0,15a 3,40+0,20b 0,80+0,10a 1,27+0,06b
cis-C-caroteno - - - tr 6,30+0,20a 6,20+0,25a 10,72+0,42a 12,10+0,70b 1,00+0,30a 2,00+0,10b

trans-C-caroteno - - . -
trans-B-caroteno

13-cis-B-caroteno - - -

0,08+0,00 0,40+0,03a 0,38+0,08a tr tr

5,40+0,20a 5,40+0,28a 9,94+0,36a 10,90+0,30b 1,10+0,20a 2,30+0,10b
0,06+0,00a 0,06+0,00a 0,40+0,07a 0,70+0,09b 2,80+0,06a 2,79+0,18a 2,39+0,09a 2,60+0,10a 5,90+1,70a 7,80+0,80a

0,29+0,07a 0,37+0,02a

Médias das concentragdes dos carotendides nos dois métodos de extragdo (c/ sap e s/ sap) em cada acesso seguidas por letras iguais na linha nao diferem signi-
ficativamente entre si pela andlise de varidncia ndo paramétrica de Kruskal-Wallis (p < 0,05). 'c/ sap: com saponifica¢do. s/ sap: sem saponificac¢do. tr: tracos.
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Figura 3. Estrutura quimica do C-caroteno (a), B-caroteno (b), prolicopeno
(¢), B-criptoxantina (d), violaxantina (e)

a luteina de seus ésteres correspondentes em extrato de mamao.
A degradagdo e a perda do conteido de carotenoides totais
ou de carotenoides individuais durante a saponificacio tém sido
descritas por diversos autores. Entretanto, essa perda depende das
condi¢des da saponificagdo e da composicdo da amostra.'> Neste
estudo, mesmo os extratos ndo saponificados apresentaram teores
significativos de isdmeros cis. O {-caroteno em extratos no sa-
ponificados de acessos nativos de P. edulis, por exemplo, ocorreu
predominantemente na forma cis, indicando a presenga destes
isOmeros na natureza, independente da saponificacdo analitica.
Considerando uma avaliagdo do valor nutricional e das pro-
priedades funcionais associadas aos carotenoides, os extratos
das espécies P. cincinnata e P. setacea podem ser obtidos sem
saponificagdo, ja que apresentam baixos teores de carotenoides,

com predominio das formas livres. Interessante observar que,
na polpa de P. cincinnata, a violaxantina presente (tragos) se
encontra na forma livre; na polpa de P. setacea a violaxantina
encontra-se esterificada. Para a espécie P. edulis, que apresenta
teores mais significativos de carotenoides hidroxilados, incluindo
B-criptoxantina, que possui atividade pré-vitamina A, o uso da
saponificagdo torna-se importante. A subamostra de casca roxa
apresenta quantidades muito baixas de B-criptoxantina; neste caso,
anecessidade de saponificacdo deve ser avaliada. Os carotenoides
da subamostra de casca amarela mostraram-se mais resistentes a
saponificagdo, com menores perdas de carotenos. Na andlise de
carotenoides de P. edulis comercial a saponifica¢do acarretou per-
das significativas de carotenos livres, sendo apropriado empregar
os dois procedimentos para esta espécie, usando o extrato nao
saponificado para a andlise de carotenos livres e a saponificagdo
para a andlise de carotenoides esterificados.

CONCLUSAO

O uso da técnica de saponificagdo dos extratos foi importante
para promover a hidrélise de carotenoides hidroxilados, que se
encontravam parcial ou totalmente esterificados, como a viola-
xantina e a B-criptoxantina presentes nos frutos dos acessos de P.
edulis amarelo nativo e P. edulis comercial. Para a determinac@o
da composicdo completa de carotenoides nestas espécies, 0s
resultados obtidos indicaram a necessidade do emprego das duas
técnicas de extracdo, com e sem saponificagdo. Entretanto, o pro-
cesso de saponificacdo do extrato provocou a degradacdo parcial
de carotenos livres presentes nos frutos de P. edulis roxo nativo e
de P. setacea e degradagdo de trans-violaxantina em P. cincinnata.
Estes resultados indicaram que a saponificacio pode ser dispensada
na determinagdo de carotenoides destes trés acessos.
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