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RESUMO

Com o objetivo de verificar a biodisponibilidade do B—caroteno da folha de mandioca (Manihot esculenta Crantz) foi realizado um ensaio
biologico baseado no modelo de esgotamento das reservas hepaticas de vitamina A em ratos. Um grupo de ratos depletados de vitamina A
hepatica recebeu folha desidratada de mandioca como fonte B—caroteno durante 25 dias, e foram comparados com um grupo que recebeu
racao com vitamina A, outro grupo com racao sem vitamina A e um ultimo grupo com p—caroteno. O grupo Zero foi constituido de 8
animais que receberam durante 15 dias racao a base de caseina, deficiente de vitamina A. Ao final do experimento todos os animais
foram sacrificados e seus figados e plasmas analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), sendo verificado que a
biodisponibilidade do B—caroteno da folha desidratada de mandioca foi baixa.
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SUMMARY

BIOAVAILABILITY OF B—CAROTENE IN DEHYDRATED CASSAVA LEAVES (Manihot esculenta Crantz). The biological availability of f—
carotene in cassava leaves (Manihot esculenta Crantz), was verified by means of an assay based on the hepatic depletion of vitamin A
reserves model in rats. Rats depleted of hepatic vitamin A received dehydrated cassava leaves as f—carotene source for 25 days and were
compared to groups that received diets with vitamin A, f—carotene and without vitamin A. The Zero group was formed of 8 animals that
received a diet based on casein, lacking vitamin A, during 15 days. At the end of the experiment, all animals were killed and their livers,
serum and feces were analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC), and it was verified that the bioavailability of f—

carotene of dehydrated cassava leaves was lower.
Keywords: bioavailability; f—carotene; vitamin A; cassava leaves.

1 - INTRODUCAO

No Brasil, as folhas e a parte aérea da mandioca
encontram-se disponiveis em areas de plantio e podem
desempenhar um papel importante na nutricado huma-
na e animal, pois como é sabido, apresentam altos teo-
res de proteina, vitaminas (f—caroteno, vitamina C) e
minerais [7].

A ocorréncia de carotenodides pro-vitaminicos A em
variedades de mandioca de polpa amarela tem desperta-
do o interesse de pesquisadores ja que estes poderao
contribuir em regides onde existe a deficiéncia de vita-
mina A [16, 18]. Além disso, trabalhos tém mostrado
que a parte aérea da mandioca € rica em B-caroteno [1, 7].

Na literatura, tem sido questionada nos ultimos anos,
a biodisponibilidade e/ou bioconversao dos carotenoi-
des em vitamina A ativa [5, 26]. Estudos tém demons-
trado que em folhas verdes, o B—caroteno se encontra
menos disponivel que em 6leos, frutas ou suplementos
alimenticios. Vegetais de folhas verdes sao fonte pobre
em vitamina A principalmente para pessoas desnutri-
das que apresentam dificuldades em transformar caro-
tenodides em vitamina A [12].

BURRI [6] em 1997, sugere programas para melhorar
o estado de vitamina A através do consumo de vegetais de
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folhas verdes. Entretanto, suplementacdo com vitamina
A ou capsulas de B—caroteno podem ser uma melhor al-
ternativa. Desta forma, estudos de biodisponibilidade de
carotenodides sao necessarios para fornecer informacoes
verdadeiras sobre o valor vitaminico A dos alimentos.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Delineamento experimental

Folhas de mandioca (Manihot esculenta Crantz) CV
Branca de Santa Catarina, foram obtidas no Centro de
Raizes Tropicais (CERAT) da UNESP campus de Botucatu,
na safra de 1997. As amostras foram colhidas manual-
mente, com os ramos da planta toda, e destacadas junto
com os peciolos sem qualquer classificacao e submetidas
a desidratacao a sombra (25°C) durante duas semanas.

No ensaio biologico para o estudo de biodisponibilidade
do B-caroteno das folhas de mandioca foram utilizados
ratos da linhagem Wistar (Rattus norvergicus, linhagem
Wistar), provenientes da colonia do biotério da Faculda-
de de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao
Paulo.

O estudo foi baseado no modelo de esgotamento das
reservas hepaticas de vitamina A em ratos sugerido por
SWEENEY & MARCH [25]. As ragoes para o ensaio bio-
logico foram elaboradas segundo as recomendacodes do
“American Institute of Nutrition” AIN-93 [20]. O delinea-
mento experimental foi inteiramente casualizado e o en-
saio foi subdividido em 2 periodos: deplecao e replegcao
ou testes.
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A fase de deplegao durou S semanas e a de teste 25
dias. Para o periodo de deplecao ratas adultas recebe-
ram racao ad libitum a base de caseina deficiente em
vitamina A. As ratas amamentaram uma média de 10
filhotes, por um periodo de 21 dias. Ao final deste perio-
do os filhotes foram separados das maes e distribuidos
em gaiolas individuais formando cinco grupos diferen-
tes com 8 animais cada um, que receberam uma racao
ad libitum a base de caseina deficiente em vitamina A,
com a finalidade de eliminar possiveis reservas hepati-
cas desta vitamina que poderiam ter sido passadas pe-
las ratas aos filhotes durante a lactacdo. Este periodo
durou 15 dias. No final da quinta semana os animais do
“grupo Zero” foram sacrificados com a finalidade de se
avaliar as reservas de vitamina A.

Os grupos formados passaram a receber diferentes
fontes de vitamina A, foram constituidos quatro grupos
contendo 8 ratos cada, assim: “grupo - caroteno”, “grupo
Vitamina A”, “grupo Folha de Mandioca” recebendo por

tanto B-caroteno e “grupo sem Vitamina A”.

O crescimento dos animais foi acompanhado duran-
te todo o estudo por meio de pesagens semanais. A
ingestao das racoes, a troca de agua dos bebedouros e a
coleta de fezes foram acompanhadas, renovadas e cole-
tadas a cada dois dias no mesmo horario. Ao final do
experimento, todos os animais foram sacrificados para
analise.

2.2 - Determinacao dos carotendides da folha de
mandioca

O meétodo utilizado para a determinacédo de carote-
noides da folha desidratada de mandioca foi baseado no
procedimento descrito por RODRIGUEZ et al. [23]. To-
das as etapas das analises foram realizadas ao abrigo da
luz e os extratos de carotenoides foram protegidos com
tecido escuro e/ou papel aluminio.

2.3 - Colheita do material biolégico

Para proceder a colheita do sangue e a retirada do
figado, os animais foram anestesiados por inalacdo com
éter etilico p. a. A colheita do sangue foi feita através da
artéria aorta abdominal. O sangue foi centrifugado a
3000rpm por 15 minutos a 4°C. O plasma assim obtido,
armazenado em freezer a —70°C até a analise.

Os figados foram retirados, lavados com solucao sa-
lina 0,9% p/v resfriada, secos em papel filtro, pesados,
subdivididos em lobulos, utilizando-se o lobulo direito
para analise, acondicionados em papel de aluminio, con-
gelados em nitrogénio liquido e conservados em freezer
a—70°C até a analise.

As fezes foram secadas em estufa ventilada a 45°C.
Apos a secagem as fezes foram limpas, pesadas e pulve-
rizadas em moinho de aco inoxidavel.

QUADRO 1. Condicoes cromatograficas utilizadas na analise do Retinol e B-caroteno no figado, plasma e fezes.

Material Coluna Fase mével Solvente Detector Fluxo Volume Referéncia
bioldgico da amostra de
injecio
Figado
Retinol Silica (Shimadzu) Hexano: Hexano Fuorescéncia 2ml/min. 20 uL RETTENMAIER
particulas de Spm Isopropanol A de excitagiio & SHUEP, [21].
6mm diametro 99:1) 330nm
15cm comprimento A de emissdo
480nm
B-caroteno C18 (Vydac,201TP54)  Metanol: Metanol “Photodiodo 2mL/min. 20 uL SCHMITZ et al.
particulas de Sum Acetonitrila: array” [24].
4,6mm diametro Agua (UV/Visivel)
25c¢m comprimento (88:9:3) A max.=452nm
Plasma
Retinol Silica (Shimadzu) Acetonitrila: Hexano Fuorescéncia 1,5mL/min 20 uL THURNHAM,
particulas de5 um Metanol: A de excitagio SMITH &
6mm diametro Cloroférmio 330nm FLORA, [27].
15cm comprimento 47:47:6) A de emissio
480nm
B-caroteno C18 (Vydac,201TP54)  Metanol: Metanol “Photodiodo 2mL/min. 20 uL SCHMITZ et al.
particulas de Sum Acetonitrila: array” [24]
4,6mm diametro Agua (UV/Visivel)
25c¢m comprimento (88:9:3) A max.=452nm
Fezes
Retinol Silica (Shimadzu) Hexano: Hexano Fuorescéncia 2mL/min 20 uL RETTENMAIER
particulas de Sum Isopropanol A de excitagdo & SHUEP, [21]
6mm diametro 99:1) 330nm
15cm comprimento A de emissdo
480nm
[3-caroteno C18 (Capcell Pack-  Acetonitrila: Metanol “Photodiodo 2mL/min. 20 uL AL-ABDULAY
Shiseido) Diclorometano: array” & SIMPSON, [2].
particulas de Sum Metanol (UV/Visivel)
4.6 mm didmetro (70:20:10) A max.=452nm
25cm comprimento
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2.4 - Determinacao do Retinol e do f-caroteno no
material biolégico

As analises de retinol e B—caroteno no figado, plas-
ma e fezes foram realizadas através de cromatografia li-
quida de alta eficiéncia (CLAE). O método empregado para
a extracao do B—-caroteno e retinol do material biolégico
(figado, plasma e fezes) foi baseado nos trabalhos de AL-
ABDULAY & SIMPSON |[2].

As condicoes cromatograficas utilizadas na analise
do retinol e B—caroteno no figado, plasma e fezes encon-
tram-se no Quadro 1.

2.5 - Andlises quimicas

As analises de nitrogénio foram realizadas segundo
a AOAC [3], sob nitrogénio igual a 6,25. A umidade, resi-
duo mineral fixo e extrato etéreos foram analisados se-
gundo IAL [15]. As fibras foram analisadas pelo método
gravimétrico enzimatico descrito por PROSKY [19] e mo-
dificado por FILISETTI-COZZI & LAJOLO [14].

2.6 - Anailise estatistica

A analise dos resultados obtidos foi feita utilizando-
se o teste de Kruskall-Wallis, que equivale a ANOVA (One-
Way Analysis of Variance) ndo parameétrico. Quando se
verificaram diferencas significativas foi aplicado o teste
de Mann-Whitney (ndo paramétrico). Todos as analises
foram realizadas com nivel de significancia de 5% (p<0,05)
[10].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os calculos da quantidade de vitamina A a ser
utilizada nas racoes empregou-se o valor do B-caroteno
total das folhas desidratadas que foi de 2073ug de retinol/
100g. As racoes foram analisadas no comeco do ensaio
biologico, e as suas composicoes centesimais estido apre-
sentadas na Tabela 1.

TABELA 1. Composicao centesimal das racoes expressa em g/ 100g*.

Proteina Extrato Fibra  Carboidratos

eterminagao Umidade Residuo
Ragio Mineral Fixo Etéreo Total Totais

Sem Vitamina A 8,60 £0,12 2,57+0,05 213840,07 7.16£0,06 5,22 55,07
Vitamina A 9,01+0,16 249+0,03  2047£0,03 702+0,02 478 56,23
B Caroteno 831+0,06 245£0,05  1956+0,30 684+0,11 498 57,86
Folha de Mandioca 824 +£0,02 247+0,03  2082+0,05 7721004 521 55,54

* Médias de trés determinacoes * desvio padrao

O acompanhamento do ganho de peso dos animais
foi realizado durante todo o experimento. Pode-se obser-
var na Tabela 2 que as diferencas entre os ganhos de
peso dos grupos que receberam “Folha de Mandioca”,
“B-caroteno” e “Vitamina A” foram muito pequenas sendo
estas diferencas estatisticamente nao significativas. O
grupo que apresentou o menor ganho de peso foi o gru-
po que recebeu racao “sem Vitamina A” sendo que esta
diferenca foi estatisticamente significativa em relacao aos
demais grupos.

O “grupo sem Vitamina A” apresentou 37% do cresci-
mento do “grupo Vitamina A”, sendo que este grupo de
ratos apresentou perda de peso durante o periodo de
replecao e dois dos ratos morreram antes de terminar o
experimento.

Como € sabido, a deficiéncia de vitamina A afeta a
proliferacao e diferenciacao celular, portanto, a sua de-
ficiéncia afeta o crescimento. Estudos tém mostrado que
animais submetidos a uma racao deficiente em vitami-
na A crescem até que suas reservas vitaminicas sejam
consumidas, interrompendo ai o crescimento, apresen-
tando entdo um “plateau” na curva de crescimento, se-
guido de perda de peso e morte do animal [4]. Isto tam-
bém pode ser atribuido em parte a uma perda do apetite
devido a mudancas nas células epiteliais. A diminuicao
do consumo de alimentos tem sido considerada como
um sinal prévio da hipovitaminose A em ratos [4].

TABELA 2. Médias e desvios padrao do peso inicial, final, e
consumo total de ragao dos animais expressos em gramas
durante a replecao de 25 dias.

Grupos Peso inicial Peso final Consumo de ragio
(2 (2 (2
Vitamina A* 163,77 £15,08 2 278,46+ 15370 410,06 + 40,774
Folha de Mandioca 14935 19,772 265,22+28000 41594 434,654
B caroteno 15493+ 16,202 2614621610 402,18 +3342d
Sem vitamina A** 159,49 10,13 2 154,57 £15,18€ 312,09 + 94,00

Média de 8 ratos

* Média de 7 ratos

** Média de 6 ratos

= — diferenca nao estatisticamente significativa, (p<0,05) com relacao ao peso inicial
b — diferenc¢a nao estatisticamente significativa, (p<0,05) com relagao ao peso final
¢ - diferenca estatisticamente significativa, (p<0,05) com relacao ao peso final

d - diferenca nao estatisticamente significativa, (p<0,05) com relagao ao consumo de
racao

¢ —diferenca estatisticamente significativa, (p<0,05) com relacao ao consumo de ragao

Durante o periodo de replecao o consumo de racao
dos grupos “Vitamina A”, “Folha de Mandioca” e “B-caro-
teno” ficou muito proximo e sem diferenca estatistica sig-
nificativa. O “grupo sem Vitamina A” consumiu menor
(significativa a p<0,05) quantidade de racao em relagao
aos outros trés grupos, como pode ser observado na Ta-
bela 2.

Os resultados mostram que o grupo que recebeu
racao “sem Vitamina A” apresentou baixo aproveitamen-
to da caseina da dieta. Isto pode ser atribuido em parte a
perda de apetite e porque racao desbalanceada tem em
geral menor consumo.

Apbs o periodo de cinco semanas, recebendo uma
racdo sem Vitamina A, foram encontradas pequenas
quantidades de retinol nos figados demonstrando que
os animais estavam depletados da vitamina, como pode
ser observado no “grupo Zero” na Tabela 3.

O grupo vitamina A apresentou o maior estoque de
retinol hepatico demonstrando melhor absorcao de vita-
mina purificada. As diferencas entre o retinol hepatico
do “grupo Vitamina A” e demais grupos experimentais
foram estatisticamente significativas (Tabela 3).
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O conteudo de retinol encontrado no figado do “gru-
po Folha de Mandioca” foi 4 vezes menor em relacdo ao
grupo “B-caroteno” sendo a diferenca significativa (Tabe-
la 3). Isto pode ser explicado pelo fato do 3-caroteno na
folha de mandioca estar dentro de uma matriz comple-
xa. DE PEE & WEST [11], DE PEE et al. [12] discutiram
a baixa biodisponibilidade do -caroteno em vegetais de
folnas verdes e argumentam que a Dbaixa
biodisponibilidade seja devida aos complexos carotendi-
des-proteina no cloroplasto.

As folhas de mandioca utilizadas neste experimento
passaram por desidratacao e trituracao. Segundo DE PEE
& WEST [11], tais deveriam aumentar a biodisponibilidade
do B-caroteno. E possivel que o elevado teor de fibra das
folhas de mandioca tenham diminuido a biodiponibilidade
do f-caroteno, como demonstrou ROCK & SWENSEID [22]
para humanos e ERDMAN, FAHEY & WHITE [13] para ani-
mais.

TABELA 3. Teores médios e desvios padrao, expressos em Ug/g
ou ug/mkL, de retinol e B— caroteno em figado, plasma e fe-
zes dos ratos dos diferentes grupos estudados.

Grupos Retinol no Figado ~ Retinol total no Retinol no Plasma p- caroteno nas
. ng/mL Fezes
ug/g Figado "
ngle
ug/g
Zero* 0,21 £0,11¢d 1,80+ 0,71 ed 0,09 £0,03¢4 -
Vitamina 4%* 1149 +3,520d 125374298604 1,17 £0,58ad nd
Folha de Mandioca 0,26 £0,14bed 2,58 + 1,40 bed 0,63 +042 0,20 +0,05
acd
[ caroteno 1,03 +£0,65a¢ 10,12+ 7,516 0,53 +0,32a¢ nd
Sem Vitamina 0,05 +0,083¢.d 0,35 +£0,57acd 0,06 +0,02 nd
A bed

Média de trés determinacoes + desvio padrao

nd= nao detectado

Média de 8 ratos

* “Grupo Zero”: corresponde a animais depletados em Vitamina A por 5 semanas

** Média de 7 ratos

*** Média de 6 ratos

= —diferenca estatisticamente significativa, quando comparado com a média do “gru-
po Zero® (p<0,05)

> — diferenca nao estatisticamente significativa, quando comparado com a média do
“grupo Zero” (p<0,05)

< - diferenca estatisticamente significativa, quando comparado com a média do “gru-
po Vitamina A” (p<0,05)

¢ — diferenca estatisticamente significativa, quando comparado com a média do “gru-
po -caroteno” (p<0,05)

No presente trabalho, nao foi detectado p-caroteno
em nenhum dos figados analisados. Segundo PARKER
[17], o rato incorpora pequenas quantidades de f3-caro-
teno da dieta em seus tecidos. Para WANG [29] a maio-
ria das espécies animais (ratos, coelhos, galinhas e por-
cos) convertem o f~caroteno da dieta em retinéides no
intestino delgado sem absor¢ao significativa do f-caro-
teno intacto.

Com relacao ao plasma os teores de retinol do “gru-
po Folha de Mandioca” apresentou teores significativa-
mente maiores que os do “grupo f-caroteno”. O “grupo
Vitamina A” apresentou teores de retinol cerca de 2 ve-
zes acima em relacao aos grupos “Folha de Mandioca” e
“B-caroteno” (Tabela 3). O “grupo sem Vitamina A” apre-
sentou valores minimos de retinol no figado e no plasma
demonstrando que foram esgotadas as reservas hepati-
cas da vitamina.

COSTA et al. [8, 9], TEE et al. [28], nao detectaram-
caroteno nos plasmas analisados. No presente trabalho,
somente o “grupo Folha de Mandioca” apresentou peque-
nos teores de B-caroteno nas fezes, indicando que parte
do B-caroteno nao foi absorvida.

A quantidade de fB-caroteno oferecida aos animais
do “grupo Folha de Mandioca” foi suficiente para a ma-
nutencao do crescimento e sobrevivéncia. Nao foram ob-
servados sinais de deficiéncia de vitamina A, porém, a
quantidade era insuficiente para o armazenamento de
retinol hepatico.

4 - CONCLUSOES

¢ Conclui-se que a biodisponibilidade do B—caroteno
da folha de mandioca é mais baixa em relacdo ao
f—caroteno sintético.

¢ O B-caroteno da folha de mandioca e sintético fo-
ram transformados em retinol porque nao houve
deteccao daquele no plasma e figado dos ratos.

¢ A quantidade de B—caroteno da folha de mandioca
oferecida para os ratos foi suficiente para o cresci-
mento durante 25 dias e nao foi suficiente para
armazenar retinol no figado.
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