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RESUMO

CAMPOQOS, Flavia Milagres. M.S. Universidade Federal de Vigosa, maio de
2006. Avaliagao de praticas de manipulagao de hortalicas visando a
preservagao de vitamina C e carotendides. Orientadora: Helena Maria
Pinheiro Sant’/Ana. Co-orientadores: Raquel Monteiro Cordeiro de
Azeredo, Paulo César Stringheta e Céphora Maria Sabarense.

Vitamina C e carotendides sdao compostos importantes para a saude
humana. Entretanto, a vitamina C é bastante instavel na presencga de calor,
oxigénio e metais e os carotendides instaveis na presenca de luz e oxigénio.
Hortaligas s&o uma das principais fontes de vitamina C e carotendides na
alimentacao, porém os processos a que sao submetidas desde a colheita até
o consumo podem reduzir seu conteudo. Acredita-se que a adocio de boas
praticas de manipulacdo poderia minimizar a perda de vitamina C e
carotendides decorrentes das operagcdes de preparo de hortalicas. Os
objetivos deste estudo foram otimizar uma metodologia para analise de
vitamina C (acido ascérbico e desidroascérbico), determinar o conteudo de
acido ascorbico, acido desidroascorbico, licopeno e B-caroteno em tomate e
couve e selecionar praticas de manipulagdo para reducdo de perdas de
vitamina C, p-caroteno e licopeno nestas hortalicas durante o
armazenamento, pré-preparo, preparo e distribuicdo para consumo. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi o método de analise usado
para os compostos, sendo que as condi¢gdes cromatograficas basearam-se
em eluigado isocratica, separagcao em coluna de fase reversa e detecgao na
faixa UV-visivel. Para analise da vitamina C, diferentes solu¢des extratoras e
condi¢cées cromatograficas foram avaliadas. Muitos dos estudos realizados
até o momento ndo consideraram o acido desidroascérbico (DHA), embora
esse também apresente atividade vitaminica. A quantificacdo do DHA foi
feita de maneira indireta pela sua redugao utilizando ditiotreitol (DTT). A
metodologia otimizada pode ser empregada também para analise de
vitamina C em hortaligas adicionadas de Oleo. Para selecionar as praticas de
manipulacio para prevencao de perdas de vitamina C e carotendides foram

testados o armazenamento a 10 °C e 23 ou 24 °C (durante 24 e 72 horas),



os tempos de sanitizagdo (15, 45 e 75 minutos), os tipos de corte (fatias e
cubos para tomate; rasgada e em tiras para couve) e o tempo de exposigao
para consumo (0, 30 e 60 minutos). As retengdes de p-caroteno em couve e
de acido ascorbico (AA) em tomates, apds 24 horas de armazenamento,
foram maiores em temperatura de refrigeragdo do que em temperatura
ambiente. Ja as reten¢des de DHA e licopeno em tomate foram maiores em
temperatura ambiente. A sanitizacdo por tempo superior a 15 minutos
influenciou negativamente a retengdo de AA nas amostras de couve
armazenadas sob refrigeracéo, sendo cerca de 12 % menor apos 75 minutos
de sanitizagdo. Nao houve diferenga entre os cortes e os tempos de
exposi¢cao empregados para o tomate em relagao a retengdo de nenhum dos
compostos em estudo. O tempo de espera entre a cocgdo e 0 consumo da
couve refogada influenciou negativamente a retengéo de AA tanto na couve
fatiada em tiras quanto na couve rasgada. O armazenamento sob
refrigeragdo, o controle do tempo de sanitizagdo e do tempo entre o preparo
e 0 consumo sao recomendados para minimizar as perdas de vitamina C e

carotendides tanto em couve quanto em tomate.
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ABSTRACT

CAMPOS, Flavia Milagres. M.S. Universidade Federal de Vigosa, May 2006.
Evaluation of vegetable manipulation practices aiming vitamin C and
carotenoid preservation. Adviser: Helena Maria Pinheiro Sant’/Ana. Co-
advisers: Raquel Monteiro Cordeiro de Azeredo, Paulo César Stringheta
and Céphora Maria Sabarense.

Vitamin C and carotenoids are important compounds for human health.
However, vitamin C is very unstable in the presence of heat, oxygen and
metals and carotenoids are unstable in the presence of light and oxigen.
Vegetables are one of the main sources of vitamin C and carotenoids in the
diet. However, the processes they are submitted from harvest to
consumption can reduce its content. It is believed that the adoption of good
handling practices could minimize vitamin C and carotenoids losses in
vegetables during preparation. The objectives of this study were to optimize a
methodology for vitamin C (ascorbic acid and dehydroascorbic acid) analysis;
to determine ascorbic acid, dehydroascorbic acid, lycopene and [-carotene
content in tomato and collard green; and, to select handling practices for
vitamin C, B-carotene and lycopene loss control in those vegetables during
storage and preparation. The analysis method was high pressure liquid
chromatography. Chromatographic conditions were based on isocratic
elution, reversed fase columm separation and UV-visible detection. For
vitamin C analysis, different extration solutions and chromatographic
conditions were tested. Studies carried out until this moment did not consider
dehydroascorbic acid (DHA), although it also present vitamin C activity. DHA
quantification was done indirectily by its reduction with dithiothreitol (DTT).
The optimized methodology may also be used for vitamin C analysis in oil
added vegetables. Some conditions were tested for the selection of handling
practices for vitamin C and carotenoids loss prevention: storage at 10 °C and
23 or 24 °C (during 24 e 72 hours), sanitization time (15, 45 and 75 minutes),
slicing method (slices and cubes for tomato; hand torn and strips for collard
green) and time before consumption (0, 30 and 60 minutes). The retentions
of B-carotene in collard green and ascorbic acid (AA) in tomatos, after 24

hours of storage, were greater at refrigerated temperature than at room
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temperature. On the other hand, the retentions of DHA and lycopene in
tomatoes were greater at room temperature. The sanitization for more than
15 minutes negatively influenced the AA retention in collard green samples
storaged under refrigeration (about 12% less after 75 minutes of sanitization).
There were no differences between slicing methods and the times between
preparation and consumption used for tomatoes in relation to retention of any
compounds under study. The time between cooking and consumption of stir-
fried collard green negatively influenced AA retention for both striped and
teared collard green. Refrigerated storage, control of sanitization time and
control of the time between preparation and consumption are recommended

to minimize vitamin C and carotenoids losses in collard green and tomato.
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1. INTRODUGCAO

A qualidade dos alimentos esta relacionada ao seu aspecto e sabor, a
seguranga sanitaria e ao valor nutricional. O aspecto sensorial € logo
percebido pelo consumidor, que pode rejeitar o alimento caso esse nao |lhe
agrade. Quanto a qualidade sanitdria ha grande preocupacdo dos
consumidores em fungdo dos problemas que podem advir de um alimento
contaminado. Ja em relagdo a qualidade nutricional, em alguns aspectos a
informacgé&o é limitada. No caso de micronutrientes, como vitaminas, podem-
se selecionar alimentos conhecidos como fontes importantes, mas nao ha
informacéo suficiente quanto a perdas ocorridas entre a colheita ou abate
até a ingestao do alimento.

As vitaminas sao nutrientes extremamente labeis ao processamento dos
alimentos, mas que exercem uma agao essencial na regulagem das fungdes
do organismo humano (Mindell, 1996). Além dos papeis tradicionalmente
atribuidos as vitaminas, no organismo, outras fungdes vém sendo
destacadas, em especial seu papel antioxidante, bem como o de alguns
outros compostos encontrados em alimentos, como os carotendides
(Podsedek, 2006; IOM, 2000). Torna-se, portanto, importante quantificar as
perdas desses compostos em alimentos para que a ingestdo possa ser
calculada com maior confiabilidade, a fim de atingir a recomendac&o diaria.

Além de quantificar as perdas é interessante também buscar medidas
para minimiza-las e garantir o valor nutricional do alimento apos o preparo.
Assim como boas praticas de manipulagdo sdo recomendadas para garantir
a qualidade sanitaria, praticas de manipulagdo para garantir a qualidade
nutricional também podem ser definidas e usadas como pardmetro na
producao de refeicbes em pequena ou larga escala.

A andlise quimica de alimentos é algo complexo e, por isso, muitas
vezes a analise de uma vitamina é usada como indicativo do comportamento
das demais vitaminas. O acido ascorbico, por ser uma das vitaminas mais
sensiveis, costuma ser utilizado para esse fim (Selman, 1994). No entanto, a
comparagao com vitaminas lipossoluveis pode ser prejudicada, uma vez que
0 acido ascorbico € uma vitamina hidrossoluvel e pode apresentar
comportamento distinto frente ao processamento. Desta forma, torna-se
importante também a analise de compostos lipossoluveis.

A vitamina C € um nutriente de destaque por causa da sua grande
importancia em nutricdo, para a manutencao da saude, e para a industria de
alimentos, onde € usada como aditivo em alimentos processados (Rios e
Penteado, 2003).

Entre as varias fungbes desempenhadas pelos carotendides, a sua
atividade provitaminica A é uma das mais importantes. Carotendides
provitaminicos como o B-caroteno podem contribuir com parcela significativa
da vitamina A da dieta, especialmente quando se considera o custo
financeiro da ingestdo de produtos de origem animal, que fornecem a
vitamina A pré-formada (Campos & Rosado, 2005). Mas ha carotendides
que sdo aciclicos, como o licopeno, e ndo apresentam atividade vitaminica
(Britton, 1992), porém apresentam outras propriedades. O licopeno é
considerado o carotenoide com maior poder antioxidante (Miller et al., 1996).



As hortalicas sdo fontes muito importante de acido ascorbico e
carotendides, sendo amplamente consumidas pela populagdo brasileira.
Hortalicas como couve e tomate podem ser produzidas e consumidas o ano
todo e sua aquisicdo € acessivel para a maior parte da populagio.
Entretanto, o valor nutricional desses alimentos pode ser reduzido durante
as diversas etapas a que sao submetidos desde a colheita até a ingestao
pelo consumidor.

Os fatores que elevam as perdas de acido ascorbico e carotendides
estdo presentes durante o armazenamento, pré-preparo, preparo e
distribuicdo para consumo das hortalicas. Alteragdes de pH, presenca de
ions metalicos, exposi¢cao ao oxigénio, a temperatura elevada e a luz séo os
principais fatores que influenciam a estabilidade do acido ascorbico e de
carotendides (Lee & Kader, 2000; Rodriguez-Amaya, 1997).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Contribuir para a qualidade nutricional dos alimentos e
consequentemente melhorar a ingestao de nutrientes pela populagao, por
meio da preservacdo de vitamina C e carotendides durante a
manipulacéo de hortali¢as.

2.2. Objetivos especificos

e Otimizar uma metodologia para analise de acido ascorbico, acido
desidroascorbico e vitamina C total em tomate, couve crua e couve
refogada.

¢ Quantificar os conteudos de acido ascérbico, acido desidroascérbico,
vitamina C total, licopeno, B-caroteno e valor de vitamina A de couve
e tomate, antes e apds diferentes condigdes de armazenamento,
higienizacdo, fatiamento e distribuic&o;

e Avaliar praticas de manipulagéo rotineiramente utilizadas para tomate
e couve, identificando as que permitam melhor preservar a vitamina C
e os carotendides nas hortaligas.



3. METODOLOGIA
3.1. Material

3.1.1. Amostras

Tomates (Lycopersicum esculentum) cultivar Santa Cruz, foram
adquiridos de um produtor da cidade de Vigosa, MG. Para a primeira etapa
do experimento empregou-se tomate colhido entre agosto e setembro de
2005. Para a segunda etapa, os tomates foram colhidos entre novembro e
dezembro de 2005, ambos cultivados em condi¢gdes semelhantes ao longo
do experimento. Os tomates foram colhidos no mesmo dia das analises,
sendo escolhidos aqueles tomates visualmente maduros, simulando a
utilizagao imediata para consumo.

A couve (Brassica oleracea var. acephala) cultivar Manteiga também foi
adquirida de um produtor local da cidade de Vigosa, MG. As amostras foram
colhidas em setembro de 2005 para a etapa 1 e entre outubro e novembro
de 2005 para a etapa 2.

As amostras de couve e tomate foram transportadas até o Laboratério de
Anadlise de Vitaminas da Universidade Federal de Vigosa, embaladas em
sacos plasticos, em temperatura ambiente.

3.1.2. Aparatos

Um refratbmetro digital marca Hexis foi usado para determinagdo de
soélidos soluveis totais.

Para homogeneizagdo das amostras utilizou-se processador doméstico
Faet Multipratic modelo MC5 e para trituragao foi empregado microtriturador
Marconi modelo MA 102.

Para preparo da fase moével foram usados vibrador ultrassdnico, pHmetro
Denver, modelo Ub10, sistema de filtragao All Glass e utilizadas membranas
de filtragdo de 0,45 um de porosidade.

O sistema de cromatografia liquida de alfa eficiéncia (Shimadzu, modelo
SCL 10AT VP) empregado para analise de acido ascoérbico e carotendides
foi composto de:

e bomba de alta pressao, modelo LC-10AT VP;
e injetor automatico com “loop” de 50 ul, modelo SIL-10AF;
e detector de arranjo de diodos UV-visivel modelo SPD-M10A.
O sistema foi controlado pelo “software” Multi System, Class VP 6.12.

3.1.3. Reagentes e outros materiais

Foram utilizados os seguintes reagentes grau HPLC: metanol e
acetonitrila (Tedia, USA), acetato de etila (Mallinckrodt, USA), ditiotreitol
(DTT) (Sigma Aldrich, Alemanha) e acido acético (Vetec, Brasil). A agua
ultrapura foi produzida em sistema Milli-Q® (Millipore, USA). Reagentes grau
de pureza para analise (p.a.): acido metafosférico (AMP) (Merck, Alemanha),
acido sulfuarico (H2SO4) (Mallinckrodt, USA), tampéao Trizma (Nuclear, Brasil),
sal etilenodiaminotetraacético (EDTA), acido fosforico (HsPO4) (Proquimios,



Brasil), fosfato de s6dio monobasico (NaH,PO,) e fosfato de sddio dibasico
(NapHPO,) (Sinth, Brasil), acetona, éter de petroleo, éter etilico, sulfato de
sédio anidro, celite e 6xido de magnésio.

A filtragdo das amostras foi realizada em papel de filtro de 9 cm (Quanty,
Brasil) e antes da injecao as amostras e solugdes padrao foram filtradas em
unidades filtrantes HV Millex, em polietileno, 0,45 um de porosidade
(Millipore, Brasil).

O padrdao de acido L-ascoérbico foi adquirido da Vetec (Brasil). Os
padrées de licopeno e B-caroteno foram isolados por cromatografia de
coluna aberta.

3.2. Métodos

3.2.1. Delineamento experimental e analise estatistica

O estudo foi divido em duas etapas, tendo em vista as condi¢gbes de
laboratério para as determinagdes de vitamina C e carotendides. A Figura 1
apresenta um esquema das etapas 1 e 2 do estudo.

Etapa 1 — Nesta etapa foram testados os efeitos das condigcbes de
armazenamento em ambiente refrigerado, a 10°C, e em temperatura
ambiente, a 23 °C ou 24 °C, e o tempo de imersdao em solucdo sanitizante
(15, 45 e 75 minutos). Amostras de cada hortalica foram embaladas e
armazenadas nas condi¢gdes de armazenamento descritas (tratamentos). As
analises de vitamina C e carotendides foram realizadas imediatamente apos
a recepcgao (antes do armazenamento); apdés o armazenamento por 24
horas, em temperatura ambiente e em refrigerador, antes da imersdo em
solugdo sanitizante e logo apés transcorrido o tempo de imersdo. Nesta
etapa foram realizadas trés repeticoes tanto para couve quanto para tomate.

Etapa 2 — Nesta etapa foram testados os efeitos das condi¢cbes de
armazenamento, em ambiente refrigerado e em temperatura ambiente (24
horas para couve e 72 horas para tomate), o tipo de corte da hortalica para
preparo e o tempo de espera entre o término do preparo e a distribuigao (O,
30 e 60 minutos). As amostras foram analisadas imediatamente apos a
recepgdo, apos o armazenamento, logo apds o fatiamento e depois de
transcorrido o tempo de exposicdo apds o preparo. Nesta etapa foram feitas
cinco repeticdes para cada hortaliga.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em parcelas
subdivididas, com as duas condi¢cbes de armazenamento nas parcelas e 0
tempo de imersdo nas sub-parcelas, na etapa 1. Na etapa 2 as duas
condigdes de armazenamento e os dois tipos de corte foram organizados em
arranjo fatorial, nas parcelas e o tempo de espera nas sub-parcelas.

A anadlise de variancia e demais testes estatisticos foram realizados
utilizando procedimentos do SAS (Statistical Analysis System), licenciado
para a UFV, 2005 (SAS, 1994).



ETAPA 1

Aquisicao Aquisicdo | @ ------- »| analise
Armazenamento A to refri q
temperatura ambiente rmaﬁ%nfénegz rr]e rgerado ... > analise
(23 ou 24 °C — 24 horas) ( — 24 horas)
15 45 75 15 45 75 """" > ana’llse
Minutos de sanitizagao
ETAPA 2
Aquisicéo Aquisicdo | = ----- > analise
Armazenamento temperatura Armazenamento refrigerado -
ambiente (23 ou 24 °C - 24 (10 °C — 24 horas couve e 72 ---> analise
horas couve e 72 horas tomate) horas tomate)
Sanitizacao Sanitizacao ---> analise
Corte A Corte B Corte A Corte B
0 30 60 0 30 60 0 30 60 0 30 60 |---> | Jhalise

Minutos de exposigao

Figura 1. Esquema de andlise e tratamentos das fases 1 e 2. Corte A: couve
rasgada e tomate em meia-rodela. Corte B: couve em tiras e tomate em cubos.

3.2.2. Preparo das amostras

3.2.2.1. Tomate

Cerca de 6 unidades de tomate (aproximadamente 1 Kg) foram lavados
em agua corrente, secos com papel toalha, homogeneizados em
processador tipo doméstico e analisados logo apdés sua chegada ao
laboratorio, constituindo o “controle”.

Na etapa 1, entre 6 e 7 unidades de tomate por tratamento foram
embaladas em sacos plasticos e armazenadas nas condi¢gdes de
armazenamento descritas anteriormente, por 24 horas (simulando o tempo
utilizado na pratica). As temperaturas no inicio e no final do armazenamento



foram registradas. Apds 24 horas essas amostras foram lavadas em agua
corrente, secas com papel toalha e sanitizadas em solugdo contendo 200
ppm de cloro ativo por 15, 45 e 75 minutos. A solugdo sanitizante foi
preparada conforme recomendacéo do fabricante do produto clorado: 6,6 g
de sanitizante em p6 para cada litro de agua. O volume preparado para cada
repeticao foi suficiente para cobrir completamente os tomates.

Apods o tempo de sanitizagao especificado, os tomates foram enxaguados
em agua corrente e secos com papel toalha. Imediatamente apds, os
tomates foram homogeneizados com o auxilio de um processador, para em
seguida ser retirada uma aliquota para analise.

Na etapa 2, seis a sete tomates, para cada tratamento, foram embalados
e armazenados por 72 horas. Depois de transcorrido este periodo as
amostras foram lavadas em &agua corrente, secas com papel toalha e
sanitizadas em solugcédo contendo 200 ppm de cloro ativo por 15 minutos. Em
seguida foram enxaguadas em agua corrente, secas em papel toalha e
fatiadas manualmente. Para obter amostras semelhantes, cada unidade de
tomate foi cortada ao meio, de forma que cada fruto fosse picado segundo
as duas formas em teste: a) em cubos de cerca de 3 cm x 3 cm e b) em
fatias de cerca de 1 cm de espessura. Os tomates assim picados foram
acondicionados em vasilhames de polietileno sem tampa e permaneceram
expostos em temperatura ambiente (média de 24 °C) por 0, 30 e 60 minutos.

3.2.2.2. Couve

Na etapa 1, dois a trés molhos de couve (cada molho pesando cerca de
240 g e constituido de 6 folhas) foram embalados em sacos plasticos e
armazenados nas condicbes de armazenamento descritas. Para compor o
grupo controle uma amostra composta por 3 folhas foi retirada desses
molhos, lavada em agua corrente, seca, homogeneizada em processador
tipo doméstico e analisada logo apds a chegada ao laboratério.

Apos 24 horas o restante das amostras foi lavado em agua corrente e
seco com papel toalha. As folhas foram sanitizadas em solugdao contendo
200 ppm de cloro ativo por 15, 45 e 75 minutos. A solucédo sanitizante foi
preparada conforme relatado no item 3.2.2.1. Em seguida as folhas foram
enxaguadas em agua corrente e secas com papel toalha. Um processador
de vegetais tipo doméstico foi utilizado para homogeneizar as amostras
antes da retirada das aliquotas para analise.

Na etapa 2, dois a trés molhos de couve foram embalados e
armazenados por 24 horas. Depois de transcorrido esse periodo as
amostras foram lavadas em agua corrente, secas com papel toalha,
sanitizadas em solucdo contendo 200 ppm de cloro ativo por 15 minutos,
enxaguadas em agua corrente, secas em papel toalha e fatiadas
manualmente. Cada folha de couve foi cortada ao meio longitudinalmente,
sendo uma das metades fatiada em tiras com cerca com 0,3 cm de largura e
a outra metade rasgada. Em seguida, as amostras fatiadas foram refogadas
em oOleo de soja, sem adigdo de tempero, por 3 minutos, empregando um
fogdo a gas tipo doméstico. Foram utilizados 14 mL de éleo de soja para
cada 100 g de couve e uma pequena porgédo de agua foi adicionada durante
0 processo, apenas para evitar que as folhas se queimassem. As amostras
de couve refogada foram acondicionadas em vasilhames de polietileno e
permaneceram expostas, em temperatura ambiente, por 0, 30 e 60 minutos.



3.2.3. Determinacgao de sélidos

3.2.3.1. Soélidos soluveis totais

Foram determinados os teores de sodlidos soluveis totais em tomate
empregando-se refratbmetro digital. A amostra foi macerada manualmente e
cerca de duas gotas foram transferidas para o refratdmetro. Os resultados
foram expressos em graus Brix.

3.2.3.2. Sélidos totais

As porcentagens de sélidos totais em couve foram determinadas por
diferenca apds determinagdo do teor de umidade das amostras conforme
metodologia descrita por Kawashima e Valente Soares (2003). Cerca de 10
g de couve foram secas em estufa com circulagédo forcada de ar, a 105 °C
por duas horas.

3.2.4. Extracao

3.2.4.1. Acido Ascérbico

A extracdo de acido ascorbico foi realizada conforme metodologia
previamente otimizada neste laboratério (dados ainda n&o publicados). A
solucdo extratora foi composta por acido metafosférico 3 %, acido acético
8%, acido sulfurico 0,3 N e EDTA 1 mM. O preparo de 100 mL de solugéo
extratora foi realizado da seguinte forma:

e 3 g de AMP foram dissolvidos em pequena quantidade de agua ultrapura
(cerca de 10 mL);

e 0,0294 g de EDTA foram dissolvidos em pequena quantidade de agua
ultrapura (cerca de 10 mL);

e 8 mL de acido acético foram adicionados a baldo volumétrico de 100 mL
contendo cerca de 30 mL de agua ultrapura;

e O AMP e o EDTA dissolvidos foram adicionados ao baldo volumétrico e
os bequers em que estes foram dissolvidos foram enxaguados com agua
ultrapura e esta agua adicionada ao balao;

e 0,8 mL de H,SO, a 90% foram adicionados lentamente ao baldo
volumétrico;

e Por ultimo completou-se o volume para 100 mL de solugéo.

O procedimento de extragao foi realizado conforme descrigdo a seguir:

e Cerca de 5 g de tomate ou 3 g de couve foram pesados e triturados com
15 mL de solugéo extratora, por 5 minutos;

e Em seguida a amostra foi filtrada a vacuo, em papel de filtro;

e O papel de filtro foi lavado com cerca de 5 mL de agua ultrapura;

e O filtrado foi diluido com agua ultrapura até volume de 25 mL em balao
volumétrico;

e O extrato foi entdo centrifugado por 15 minutos a 0,402 xg (4000 rpm);

e O sobrenadante foi separado e armazenado a 5 °C até a analise
cromatografica.

3.2.4.2. Carotendides
O processo de extracdo dos carotendides foi realizado segundo
Rodriguez et al. (1976), com algumas modificagdes:



e Cerca de 5 g de tomate e 3 g de couve foram triturados com 60 mL de
acetona resfriada;

e O material foi entdo filtrado a vacuo em funil de Blchner utilizando-se
papel de filtro. A extragdo com acetona foi repetida até o residuo do filtro
se tornar descolorido (cerca de 20 mL de acetona a mais foram gastos
para este fim).

e Em seguida, o filtrado foi transferido, aos poucos, para um funil de
separacgao, onde foram adicionados 50 mL de éter de petroleo resfriado.

e Lavou-se cada fragdo com agua destilada trés vezes, para retirar toda a
acetona.

Para extragdo de p-caroteno da couve algumas alteragbes no processo
de extragdo logo apds a trituragdo foram necessarias. Para couve crua,
antes da filtracdo e transferéncia para éter de petrdleo, a amostra
permaneceu por 20 minutos em banho ultrassénico, conforme proposto por
de Sa & Rodriguez-Amaya (2004). As amostras de couve refogada
permaneceram por duas horas no congelador depois de trituradas (para que
ocorresse a solidificagdo do 6leo) e em seguida foram filtradas em funil de
vidro resfriado. Apds esses procedimentos a extragdo seguiu como descrito
anteriormente.

A concentragdo dos extratos de couve e tomate foi feita da seguinte
maneira:

e Acrescentou-se sulfato de sdédio anidro ao extrato etéreo para retirar
qualquer residuo de agua que tivesse restado e que poderia prejudicar a
evaporacao do material;

e A evaporacdo do extrato em éter de petréleo foi feita em evaporador
rotativo, na faixa de temperatura entre 35 e 37 °C;

e Os pigmentos foram, entdo, dissolvidos novamente em 25 mL de éter de
petréleo e armazenados em frascos de vidro ambar a -5 °C, até a analise
dos carotendides (cerca de 24 horas).

Destaca-se que em todas as analises as amostras foram mantidas sob
protecao da luz solar e artificial durante todo o processo, pela utilizacdo de
vidrarias ambar, papel aluminio e cortinas do tipo “blackout”.

3.2.5. Isolamento dos padrdes de licopeno e -caroteno

Os padrdes de p-caroteno e licopeno foram isolados de extrato
concentrado de cenoura e tomate, respectivamente, por cromatografia de
coluna aberta, conforme descrigdo de Rodriguez-Amaya (1999).

Para separagao de B-caroteno, cerca de 20 g de cenoura foram triturados
com acetona resfriada (150 mL) e posteriormente transferidos para éter de
petréleo (100 mL), conforme descrito no item 3.2.4.2. O extrato assim obtido
foi concentrado em evaporador rotativo por 5 minutos. Para concentrar ainda
mais o extrato sem estender o tempo de exposi¢cao ao calor foi empregado
fluxo de nitrogénio, até obter um volume de cerca de 5 mL. A coluna
cromatografica foi empacotada com 6xido de magnésio e celite (1:2) e a fase
movel foi composta por 2 % de éter etilico em éter de petréleo. Foi
empregada coluna de vidro de cerca de 50 cm de comprimento e 5 cm de
diametro e recheio de cerca de 15 cm de altura. O extrato foi acrescentado
ao topo da coluna vagarosamente. Apds a penetragao do extrato na fase
estacionaria adicionou-se a fase movel aos poucos até a separagao do -
caroteno.



Para obtencdo do padrdo de licopeno cerca de 20 g de tomate foram
preparados conforme descrito anteriormente para cenoura. A coluna
cromatografica foi empacotada com éxido de magnésio e celite (1:1) e o
recheio ativado por 4 horas a 110 °C. Foi empregada coluna de vidro de
cerca de 50 cm de comprimento e 5 cm de didmetro e recheio de cerca de
20 cm de altura. Foram empregadas fases moéveis com concentragdes
crescentes de éter etilico em éter de petrdleo (2 a 5 %) e concentragdes
crescentes de acetona em éter de petréleo (5 a 100 %) para separagao dos
carotendides, da seguinte forma:

e Apds a penetracdao do extrato de carotendides na fase estacionaria
adicionou-se cerca de 50 mL de fase mével (2% de éter etilico em éter
de petroleo) e aguardou-se a sua passagem,;

e Em seguida foi sendo adicionada, aos poucos, fase moével 5% de éter
etilico em éter de petrdleo (50 mL);

e AplOs a passagem dessas fases adicionou-se ao topo da coluna outra
fase movel composta por 2% de acetona em éter de petréleo (50 mL);

e A concentragédo de acetona na fase moével foi gradativamente aumentada
até 20 %. Neste caso foram usados cerca de 20 mL para cada
concentragao intermediaria (5, 10, 15 e 20 %);

e Continuou-se a elevar a proporcdo de acetona na fase movel
empregando entre 10 e 20 mL de fases moveis contendo 30, 40, 50, 60,
80 e por ultimo 100 % de acetona;

e Retirou-se a fase estacionaria da coluna de vidro;

e Para retirada total do licopeno da fase estacionaria foi necessario
empregar fase mével contendo 5 % de agua em acetona e em seguida
uma solugéo de 10 % de agua em acetona.

e A mistura foi entdo filtrada a vacuo em funil de Buchner utilizando-se
papel de filtro para separar a fase mével (contendo os carotendides) da
fase estacionaria.

Os padrées assim obtidos foram transferidos para frascos de vidro
ambar, secos sob fluxo de nitrogénio, lacrados e armazenados a -5 °C. A
pureza das solugdes foi verificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e a quantificac&o foi realizada por espectrofotometria, baseando-se
na absorvancia maxima, segundo a lei de Lambert-Beer. Os coeficientes de
absortividade utilizados foram 2592 para p-caroteno e 3450 para licopeno.
Os comprimentos de onda de maxima absorc¢ao foram B-caroteno: 450 nm e
licopeno: 469 nm, em éter de petroleo (Rodriguez-Amaya, 1989).

A confirmacgé&o da identidade dos padrdes foi feita baseada nos seguintes
parametros:

e ordem de elui¢ao das fragdes na coluna;

coloragao dos pigmentos eluidos;
tempo de retencdo em CLAE;
espectros de absorcao caracteristicos.

3.2.6. Analise cromatografica
Antes da analise cromatografica as amostras e padrdes foram filtrados
em unidades filtrantes de 0,45 um de porosidade.
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3.2.6.1. Curvas-padrao de acido ascoérbico, licopeno e B-caroteno

A solugcdo padrao estoque de AA (1 mg/mL) foi preparada em agua
ultrapura e solugcbes de diversas concentragbes foram preparadas pela
diluicdo da solugcdo estoque em solugdo extratora, cuja composigcado foi
descrita no item 3.2.4.1.

Para construgdo da curva padrao de AA utilizou-se a injecdo de
volumes crescentes de uma solugdo padrdo a 50 ug/mL. A concentragdo
real da solugdo foi verificada por espectrofotometria e corrigida
adequadamente. A equacdo e coeficientes usados para calculo da
concentragao foram:

C (ug/ml) = ABS X 10* / E™4n, onde C é a concentracdo real, ABS é a
absorvancia maxima (lida a 245 nm), em solugédo tampéo fosfato pH 2,0 e
E'1em € 0 coeficiente de absortividade molar (560) (Ball, 1994).

A solucéo tampao fosfato foi preparada da seguinte forma:

o 2,57 g de NaH,PO, foram diluidos em agua até volume final de 100 mL;
e Em seguida, 1,5 mL de H3PO,4 foram diluidos em agua até volume final

de 100 mL;

e Misturaram-se partes iguais das duas solu¢cdes obtidas e o pH foi

checado em pHmetro digital (pH 2,0).

As curvas—padrao de AA, B-caroteno e licopeno sao apresentadas na
Figura 1.

Para construgdo da curva padrdo de [B-caroteno foi feita a injecdo de
volumes crescentes de uma solug¢ado a 1,3 pg/ml. A curva-padrao de licopeno
foi construida pela injecdo de volumes crescentes de duas solug¢des padrao
(2 pg/ml e 8 ug/ml). A concentragéo real dos padrbes de carotenos foi
determinada por espectrofotometria e adequadamente corrigida.

3.2.6.2. Analise de acido ascorbico

Para analise de AA empregou-se a metodologia descrita por Franke et al
(2004), com alteragdes. A fase moével foi composta por: 1 mM NaH;PO4
(0,0120 g para cada 100 mL) e 1 mM EDTA (0,0294 g para cada 100 mL),
pH ajustado para 3.0 com H3PO,4. O fluxo foi ajustado a 1 ml/min, em eluigéo
isocratica. A detecgao foi realizada a 245 nm. A separacao foi feita em
coluna Lichospher 100 RP18, 250 mm x 4 mm, 5 um (Merck, Alemanha).

A identificacdo do AA nas amostras foi realizada por comparacdo dos
tempos de retencdo obtidos nas amostras com os obtidos para o padrdo de
AA analisados sob as mesmas condi¢cdes, bem como a comparacao dos
espectros de absorgédo, empregando-se o detector de arranjos de diodos.

3.2.6.3. Analise de carotendides

A analise baseou-se nas condi¢gdes cromatograficas desenvolvidas
por Pinheiro-Sant’Ana et al. (1998), com algumas modifica¢des. Foi utilizada
coluna VP-ODS 150 mm x 4,6 mm, Shimadzu. A fase mével foi composta
por metanol, acetato de etila, acetonitrila (50:40:10). Elui¢gdo isocratica e
fluxo ajustado em 1,0 mL/minuto. A detecgao foi realizada a 450 nm.

Antes da injegdo os pigmentos foram transferidos novamente para
acetona. O procedimento é descrito a seguir:

e 2 mL de amostra foram pipetados em frasco ambar e secos sob fluxo
de nitrogénio;
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e Foram adicionados 2 mL de acetona a amostra seca;
e Em seguida a amostra foi filtrada utilizando unidades filtrantes;
e Foram injetados 30 uL de amostra.
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Figura 2. Curvas-padrao de acido ascorbico, 3-caroteno e licopeno

3.2.6.4. Conversao de acido desidroascoérico em acido ascérbico

A conversdo do DHA a AA foi realizada conforme metodologia
previamente otimizada neste laboratério (dados ainda n&o publicados). A
quantificacdo do DHA foi realizada por diferenca do conteudo de AA total
(apds a conversdo do DHA a AA) e do conteudo de AA (antes da converséao
do DHA).

Para amostras de tomate e couve crua utilizou-se o seguinte
procedimento:

e Foi pipetado 1 mL de amostra em um frasco ambar;

e Em seguida foi adicionado 1,0 mL de solugdo tampé&o Trizma 0,5 M

(pH 9,0) contendo 40 mM de DTT;
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e A reagdo processou-se por 10 minutos, a temperatura ambiente e ao

abrigo da luz;

e Apos os 10 minutos adicionou-se 0,5 mL de H,SO,4 0,4 M;

e Ap0s filtragdo, injetou-se 30 uL das amostras.

A adicao de tampé&o ao extrato elevou o pH para préximo a neutralidade.
O H,S0O4 foi adicionado as amostras para reduzir novamente o pH antes da
injecdo cromatografica.

Embora a solugdo tampao Trizma contivesse 40mM de DTT, a
concentracao final de DTT durante a reagao foi de 20 mM, uma vez que 40
mM (6,17 mg de DTT) foram diluidos em 2 mL de liquido (1 mL de tampé&o e
1 mL de amostra), reduzindo a concentragdo a metade.

Para as amostras de couve refogada foram utilizados 1,5 mL de tampao
Trizma contendo 40 mM de DTT e 1 mL do extrato de couve refogada. O
tempo e as condi¢cdes de reacdo foram os mesmos usados para tomate e
couve crua. Para reduzir novamente o pH antes da injecdo foi necessario
adicionar 1,5 mL de H2SOq4, 0,4 M.

Em todos os casos a injecdo cromatografica foi feita imediatamente apds
a reacgao de conversao.

3.2.7. Testes de recuperagao, linearidade e limite de detecgao

Testes de recuperagdo de AA, licopeno e B-caroteno foram realizados
pela adicdo de padrao as amostras de tomate, couve crua e couve refogada
na propor¢ao de cerca de 50 % do conteudo médio original das amostras. As
porcentagens de recuperagao foram obtidas a partir da diferenga percentual
entre os teores iniciais analisados e os adicionados as amostras
previamente homogeneizadas.

A determinagdo da faixa de linearidade foi feita pela inje¢cdo, em
duplicata, de volumes crescentes das solu¢des padrao de AA, licopeno e -
caroteno, nas mesmas condigdes cromatograficas usadas para analise das
amostras. Os dados obtidos para areas dos picos na concentracdo usada
para cada composto em estudo foram usados para analise de regressao
Iing:ar. A avaliagdo da linearidade foi feita pelo coeficiente de determinacao
(R%).

O limite de detecg¢ao qualitativo foi determinado como a concentragdo em
que a razao entre a altura do pico e o ruido da linha de base fosse 3
(Rodriguez-Amaya, 1999).

3.2.8. Calculos

3.2.8.1. Retencgao

As porcentagens de retengao de AA, DHA, vitamina C total, licopeno e -
caroteno foram calculadas de acordo com a equagado: 100 — [(conteudo
inicial - conteudo final) / conteudo inicial x 100], em que o conteudo inicial
corresponde a amostra controle e conteudo final as amostras apds os
tratamentos em que a cocg¢do n&o foi empregada.

Para que pudessem ser realizadas comparacées entre as quantidades
reais de vitamina C e carotendides na couve crua e refogada, as
porcentagens de retencdo real de vitamina C e carotendides foram
calculadas de acordo com a técnica proposta por Murphy et al. (1975),
utilizando a equacao:
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%RR =Cp x Pp x100;
Ccx Pc

em que % RR é a porcentagem de retengao real, Cp conteudo do nutriente
por grama do alimento preparado, Pp peso do alimento (em gramas) apés o
preparo, Cc conteudo do nutriente por grama do alimento cru e peso do
alimento cru (em gramas).

3.2.8.2. Valor de vitamina A

O calculo do valor de vitamina A foi feito segundo as recomendagdes do
Institute of Medicine (IOM, 2001), em que 1 Equivalente de Atividade de
Retinol (RAE) equivale a 1 ng de retinol ou 12 ng de -caroteno.
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4. RESULTADOS

4.1. Artigo 1:

Estabilidade de antioxidantes em hortalicas
durante o armazenamento e o preparo: uma

revisao
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Resumo

Ha um crescente interesse na relagao entre a alimentacdo e a saude,
destacando-se o consumo de antioxidantes naturais em alimentos, como a
vitamina C, vitamina E, carotendides e flavondides. Com isso, aumenta
também a importancia da retencao desses compostos em alimentos, frente ao
processamento. As hortalicas destacam-se como fontes importantes de
antioxidantes e sao o objeto dessa revisdo. Foi dado enfoque a estudos que
avaliaram a estabilidade de antioxidantes naturais em hortaligas durante o
armazenamento, pré-preparo e preparo doméstico e em restaurantes. Além
disso, sao apresentados alguns trabalhos que avaliaram a capacidade
antioxidante das hortalicas apds sua manipulagao.

Palavras-chave: vitamina C, vitamina E, flavondides, carotendides,
manipulacao, hortaligcas.
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1. Introdugao

Os estudos envolvendo compostos antioxidantes naturalmente presentes
em alimentos e a prevengao ou controle de doengas nao transmissiveis, como
cancer e arteriosclerose, tém chamado a atencdo da comunidade cientifica e
também da populacédo em geral (Dwyer et al., 2003; Kenekt et al., 2002; Kris-
Etherton et al., 2002; Michaud et al., 2000, Rao & Agarwal, 1999).

E interessante notar que o consumo de alimentos fontes desses compostos
tem sido apontado como fator protetor para doengas (Hyson, 2002), enquanto o
consumo de suplementos isolados ainda enfrenta problemas quanto a
dosagem e eficacia. A explicagdo para isso seria o efeito sinergistico dos
compostos antioxidantes, a presenca de outros compostos bioativos e fibra
alimentar nos alimentos (Trombino et al, 2004; Lee et al, 2003) e,
possivelmente, a presenca de outros fatores ainda ndo esclarecidos que
potencializariam a acdo antioxidante. Com isso, cresce o interesse pela
ingestao de alimentos fonte de antioxidantes naturais.

Sabe-se que as hortalicas sdo fontes importantes de diversos compostos
antioxidantes como vitamina C, flavondides, vitamina E e carotendides. Esta é
uma das razdes porque o consumo de frutas e hortalicas vem sendo
continuamente incentivado (Center for Disease Control, 2006).

As hortalicas sédo, muitas vezes, consumidas na forma crua. Mas ha
situacbes em que a coccado € necessaria ou ainda preferida. Neste caso, o
conteudo e a capacidade antioxidante desses vegetais podem ser alterados.
Nicoli, Anese & Parpinel (1999) apontaram diferentes consequéncias da
armazenagem e processamento sobre as propriedades antioxidantes de
alimentos como a perda de antioxidantes naturalmente presentes, melhora da
capacidade antioxidante de compostos naturalmente presentes, formacao de
novos compostos com atividade antioxidante ou pré-oxidante ou, ainda,
nenhuma mudanga na concentragao de antioxidantes naturalmente presentes.

A caracteristica antioxidante da vitamina C, da vitamina E, dos carotendides
e dos flavonoides é o que os torna susceptiveis a degradagdo por oxidagao,
que pode ser influenciada pela presenga de oxigénio, luz, calor e ions
metalicos (Davey et al., 2000; Britton, 1992).

Boa parte dos estudos a respeito da perda de antioxidantes em alimentos
processados refere-se a alimentos industrializados (Chang, Lin, Chang & Liu,
2006; Toor & Savage, 2006; Giannakourou & Taoukis, 2003; Sanchez-Mata,
Camara & Diez-Marqués, 2003; Takeoka et al., 2001; Desobry, Netto &
Labuza, 1998; Sotiriadis & Hoskins, 1982). Poucos sdao os estudos, até o
momento, que avaliaram a estabilidade de compostos antioxidantes em
hortalicas frente ao armazenamento e processamento doméstico ou mesmo em
grande escala, em restaurantes (Moraes et al., 2005, Campos et al., 2003,
Howard et al., 1999, Pinheiro Sant’Ana et al., 1998a, Pinheiro Sant’Ana et al.,
1998b).

Somado a isso, existe o fato de que a comparacao dos estudos existentes &
dificultada por alguns fatores. O conteudo inicial de antioxidantes em vegetais
pode variar largamente em razdo da variedade, condigdes de cultivo, clima e
grau de maturagédo (Botelho & Mercadante, 2003; Lee & Kader, 2000; Bravo,
1998; Eintenmiller, 1997) e o teor inicial pode influenciar na retencéo final,
como ja foi observado (Lisiewska & Kmiecik, 1996). As condicbes de
armazenamento poés-colheita e os fatores envolvidos no processamento, como
forma de fatiamento, tempo, temperatura e forma de cocgdo, também variam
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amplamente entre os estudos e precisam ser relatados com clareza para
permitir comparagdes.

Além disso, a comparagao do conteudo de antioxidantes da amostra fresca
e da amostra processada deve levar em consideragao as alteragdes de peso
que podem ocorrer, como aumento de peso pela incorporagdo de 6leo ou
reducdo de peso pela perda de agua. Muitos dos estudos realizados né&o
levaram em consideragdo essas alteragdbes e podem estar super ou
subestimando a estabilidade dos antioxidantes.

Outro fator que dificulta a comparacao dos resultados € a variedade de
metodologias usadas para determinar o conteudo dos compostos nos
alimentos e principalmente para determinar a atividade antioxidante de dado
alimento.

O objetivo deste trabalho é oferecer a estudantes e profissionais da area de
alimentos um panorama atualizado da literatura que enfoca a estabilidade de
vitaminas antioxidantes, carotendides e fendlicos em hortalicas, durante seu
armazenamento, pré-preparo e preparo.

2. Principais antioxidantes naturais em alimentos

2.1. Vitamina C

A vitamina C pode ser sintetizada por plantas e por quase todos os animais,
com excegao dos humanos, primatas, alguns roedores e passaros (Rios e
Penteado, 2003), sendo, portanto, necessaria sua obtengdo através da
alimentacgao para suprir as necessidades nutricionais diarias. Ela € amplamente
encontrada em frutas e vegetais na forma de acido ascoérbico ou na forma
oxidada, &cido desidroascérbico. Dentre as suas fungdes no organismo
humano estdo a participacdo na produgédo de colageno, no metabolismo da
tirosina, na biossintese de carnitina, no metabolismo do colesterol e na
absorgao de ferro ndo-heme (Davey et al., 2000; Lee & Kader, 2000).

Além disso, a vitamina C age como sequestrante de espécies reativas do
oxigénio, formadas, em geral, durante o metabolismo normal das células.
Devido a sua hidrossolubilidade a vitamina C atua como antioxidante em
ambientes aquosos, mas tem acgao limitada na prevengdo da peroxidacao
lipidica em ambientes lipofilicos (Bianch & Antunes, 1999). No entanto, a
vitamina C esta envolvida na regeneracdo do a-tocoferol oxidado (Davey et al,
2000).

2.2. Vitamina E

A vitamina E engloba um conjunto de compostos lipossoluveis que podem
ser divididos em dois grupos principais, os tocoferdis e os tocotriendis (Machlin,
1991). O Institute of Medicine, USA, revisou a atividade biologica desses
compostos e concluiu que apenas ao a-tocoferol pode ser atribuida atividade
vitaminica (Trumbo et al., 2003). Entretanto esta decisdo € polémica e vem
sendo contestada (Bieri, 2002; Jiang et al., 2001). Paralelamente, ha
evidéncias de que uma mistura de tocoferdis tem melhor acao antioxidante e
anti-inflamatéria que o a-tocoferol utilizado isoladamente (Saldeen & Saldeen,
2005).

Entre as hortalicas, os vegetais folhosos verde escuros sdo apontados
como boas fontes de vitamina E (Piironen et al., 1986).

A mais bem estabelecida atividade da vitamina E no organismo humano é a
sua agao antioxidante. O principal papel da vitamina E envolve a interrupgao da
peroxidacao lipidica por meio da doagdo de hidrogénio aos radicais livres.
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(Pinchuk & Lichtenberg, 2002). A caracteristica lipofilica da vitamina E permite
que ela atue nas membranas lipoprotéicas, quelando oxidantes produzidos
durante a lipoperoxidagéo (Ferreira & Matsubara, 1997).

2.3. Compostos fendlicos

Ha varias classes de compostos fendlicos naturalmente presentes em
alimentos. Entre essas, os flavonodides formam o grupo de maior importancia,
com cerca de 4000 compostos identificados (Hollman, & Katan, 1999), que
ainda podem ser subdivididos.

Os flavondides podem ser encontrados amplamente em vegetais com
grande variacdo em seu conteudo total e distribuicdo qualitativa (Chu, Chang &
Hsu, 2000).

Entre as possiveis agdes dos flavondides no organismo humano destacam-
se a inibicdo da proliferagao de células cancerigenas e efeitos antiinflamatorios
e antiateroscleroticos (Birt, Hendrich & Wang, 2001; Nijveldt et al., 2001;
Hollman, & Katan, 1999). Agem como sequestrantes de anions superéxido
(Robak & Gryglewski, 1988) e outros compostos reativos, formando compostos
menos reativos (Nijveldt et al., 2001).

2.4. Carotendides

Os carotendides sdo um grupo de pigmentos que conferem cores, que vao
do amarelo ao vermelho, em diversos alimentos. Eles podem ser divididos em
dois grupos: os carotenos, que sao hidrocarbonetos, ciclicos ou n&o, e as
xantofilas, que sao derivados oxigenados (Britton, 1992).

Alguns carotenoides, como o e [-caroteno e p-criptoxantina, podem ser
convertidos a vitamina A apds sua ingestdo, exercendo papel importante nos
processos de vis&o, diferenciacéo celular e imunidade (Olson, 1991).

As hortalicas folhosas verde escuras, seguidas das cenouras e abdboras,
s&o as principais fontes alimentares de carotenoides (Rodriguez-Amaya, 1997).

A estrutura altamente insaturada dos carotendides torna-os bastante
susceptiveis a isomerizagdo e oxidagao (Rodriguez-Amaya, 1997). Essa
estrutura possibilita sua atuagdo como antioxidantes por meio da agao
sequestrante de espécies reativas do oxigénio, especialmente radicais peroxila
e “oxigénio singlet” ('0,) (Tapiero, Townsend, Tew, 2004).

Embora também sejam lipofilicos, os carotendides, em geral, atuam em
situagdes diferentes da vitamina E, influenciados pela tensdo de oxigénio do
meio (Ferreira & Matsubara, 1997).

3. Estabilidade

3.1. Armazenamento

As formas de armazenamento usadas para hortalicas incluem
armazenamento em temperatura ambiente, refrigeracdo e congelamento. Nesta
revisdo incluiram-se pesquisas que investigaram a estabilidade de
antioxidantes naturais em temperatura ambiente e de refrigeragao.

O brécolis parece reter bem o conteudo de acido ascérbico quando
armazenado em temperatura de refrigeracdo, mas n&o quando armazenado em
temperaturas mais altas. De acordo com Vallejo, Tomas-Barberan, & Garcia-
Vigueira (2003), o conteudo de vitamina C em brocolis embalado reduziu cerca
de 2 % apos 7 dias de armazenamento a 1 °C, simulando o tempo de
transporte e distribuicdo da hortalica. Apesar de a perda ter sido pequena,
houve oxidagao de parte do acido ascorbico com aumento de cerca de 170 %
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no conteudo de acido desidroascorbico. Simulando o periodo de exposi¢cao
para venda, foram acrescentados 3 dias ao tempo de armazenamento, mas
neste caso a 15 °C e a perda de vitamina C passou para 13 %.

Em outro estudo, realizado na Polbnia, o teor de acido ascorbico,
compostos fendlicos e a atividade antioxidante de brocolis foram medidos apos
diferentes condicdes de armazenamento. Em brécolis armazenado sem
embalagem houve elevagdo da concentragdo de acido ascoérbico durante o
armazenamento a 5 °C por 7 dias, mas a 20 °C a elevacao ocorreu no primeiro
dia de armazenamento e em seguida houve queda de cerca de 26 % apos 3
dias de armazenagem. Também ocorreu aumento dos teores de compostos
fendlicos e da atividade antioxidante apés o armazenamento a 20 °C por 3
dias. Os autores atribuem o aumento no teor de acido ascorbico ao estresse
sofrido durante a colheita e tratamento em baixas temperaturas. Cabe
ressaltar, porém que os autores nao consideraram a ocorréncia de possiveis
perdas de umidade com o armazenamento, ja que o brécolis foi armazenado
sem embalagem, o que elevaria a concentragcdo de sélidos. Durante o
armazenamento a 5 °C, também houve elevagcdo dos teores de compostos
fendlicos e da atividade antioxidante, mas esta elevagdo se deu mais
lentamente, sendo necessario cerca de 7 dias de armazenamento (Leja et al.,
2001). Ao contrario, grandes perdas (acima de 70 %) de compostos fendlicos
foram observadas apos o armazenamento de brocolis por 7 dias a 1 °C (Vallejo
et al., 2003).

Cerca de 40 % da vitamina C no brocolis € 90 % no espinafre foram
perdidas quando armazenados em temperatura de 20 °C por 3 dias,
demonstrando a influéncia da matriz da hortalica nos processos que levam a
reducdo dos antioxidantes naturais. Ja o armazenamento por 3 dias a 4 °C nao
resultou em perda de vitamina C em brocolis, mas no espinafre a perda foi de
40 % (Favel, 1998).

Chu, Chang, & Hsu (2000) relataram perda de 67 % do conteudo de
flavondides em folhas de batata doce apds armazenamento por 4 dias a
temperatura ambiente (25 °C), enquanto apds armazenamento em temperatura
de refrigeragao (4 °C) a perda foi de 20 %, aumentando para 55 % apds 9 dias
de armazenamento. Os autores concluiram ainda que a atividade antioxidante,
medida por meio da atividade sequestrante de radicais 1,1-difenil-2-picril-
hidrazilo (DPPH), superdxidos e radicais hidroxilas, o poder de reducdo e
inibicdo da oxidacdo de acido linoléico, foi melhor preservada nas folhas
armazenadas em temperatura de refrigeragao.

Apesar da limitagdo no numero de trabalhos, observa-se que o
armazenamento sob refrigeracdo preserva melhor o teor de antioxidantes
naturais em hortalicas.

3.2. Pré-preparo

As operacbes de pré-preparo de hortaligas incluem, principalmente a
higienizagao e fatiamento. O fatiamento, em especial, provoca desarranjo da
estrutura do tecido vegetal, expondo os antioxidantes naturais a agdo de
enzimas presentes no vegetal, as quais podem degradar os antioxidantes, além
da maior exposi¢cao as condigbes como luz, calor e oxigénio (Combs, 1998).
Pouco tem sido pesquisado a respeito da estabilidade de antioxidantes neste
processo.

Barry-Ryan & O’Beirne (1999) relataram diferencas na retengao de vitamina
C em alface de acordo com o método de fatiamento usado. Houve menor perda
de vitamina C em alface rasgada do que em alface fatiada com faca apos 24
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horas de armazenamento (amostras embaladas e armazenadas a 8 °C).
Utilizando uma maquina de fatiar a perda foi 25 % maior e quando se
empregou uma lamina “cega” as perdas foram ainda maiores.

Em restaurante comercial as perdas acumuladas de acido ascorbico
durante as etapas de pré-preparo (higienizagao e fatiamento) foram de cerca
de 42 % em alface, 40 % em chicdria, 13 % em couve, 17 % em cenoura, 14 %
em couve-flor, 17 % em repolho e 18 % em tomate (Moraes et al., 2005). Os
autores sugerem que as perdas mais relevantes em folhas como alface e
chicéria podem estar relacionadas a estrutura mais delicada e sensivel dessas
folhas.

Lana & Tijskens (2005) relataram perda na capacidade sequestrante de
radicais em extratos hidrofilicos de tomate apds o fatiamento e armazenamento
por 10 dias a 5 °C, em relacdo ao tomate mantido intacto pelo mesmo periodo
€ na mesma temperatura.

3.3. Preparo

O preparo inclui principalmente o processo de cocg¢ao, embora no caso de
muitas hortalicas servidas cruas, refira-se a finalizagao da preparagao com a
mistura de ingredientes. Alguns trabalhos analisaram a estabilidade de
antioxidantes em hortalicas, durante o tempo de espera entre o preparo e o
consumo. Esses trabalhos foram incluidos nesta segao.

A coccao de hortalicas pode ser feita de diversas maneiras e em tempos
difereciados, em agua em ebuligdo, a vapor ou calor seco, variando o tipo de
equipamento empregado, como por exemplo, fogdo convencional e forno de
microondas. Embora o branqueamento ndo represente, a rigor, coc¢cdo das
hortalicas, foram incluidos nesta revisido trabalhos que avaliaram a estabilidade
de antioxidantes frente ao branqueamento, por ser este processo semelhante
ao processo de cocgao, exceto em relagdo ao tempo de exposi¢cédo ao calor.

Ainda ha divergéncia na literatura a respeito dos efeitos do cozimento sobre
o teor de antioxidantes e atividade antioxidante em hortalicas. Quanto ao
conteudo de carotendides, por exemplo, alguns trabalhos mostram que o
cozimento pode causar perda (Gayathri et al., 2004; Campos et al., 2003),
enquanto outros estudos encontraram resultados opostos, em que as perdas
foram inexistentes ou houve aumento da concentragdo de carotendides,
mesmo apos a corregcdo de peso (Granado et al., 1992; Hart & Scott, 1995).
Esse aumento no teor de carotendides pode ser atribuido a uma maior
facilidade de extragao, porque o tratamento térmico inativa enzimas oxidativas
e desnatura complexos carotendide-proteina existentes nas células vegetais
(Rodriguez-Amaya, 1997).

Analisando o conteudo de &acido ascoérbico e acido desidroascorbico
Lisiewska & Kmiecik (1996) relataram redu¢do do conteudo de vitamina C total
entre 41 e 42 % em bréocolis e 28 a 32 % em couve-flor, apds o
branqueamento. Os autores nao relataram qual o tempo de branqueamento
empregado.

Howard et al. (1999) ndo encontraram influéncia da coc¢cdo em forno de
microondas no teor de acido ascorbico de brécolis e cenoura, apds
refrigeragdo. Ja o branqueamento realizado com vapor reduziu em cerca de
30% o conteudo de acido ascoérbico de brécolis. Em vagem a cocgao por 7
minutos em microondas resultou em aumento de cerca de 15 % do &acido
ascorbico e perda de 15 % de B-caroteno. Os autores também observaram
aumento da retencdo de [B-caroteno em brocolis com a cocgdo em forno
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microondas, no entanto corre¢des quanto as alteragdes de peso ocorridas nao
foram relatadas.

O branqueamento de folhas de batata doce em agua fervente por 30
segundos levou a perdas de cerca de 27 % do total de flavondides presentes
nas folhas cruas. Apos 60 segundos, o branqueamento reduziu a metade o
conteudo de flavondides, entretanto, apds 120 segundos, as perdas
permaneceram na ordem de 50 % (Chu, Chang, & Hsu, 2000).

A exposicado ao calor também influenciou a concentracdo de fendlicos em
hortalicas folhosas estudadas na Malasia. Apés 1 minuto de cocgédo em agua
fervente, houve perda significativa de compostos fendlicos, como, de cerca de
12 % em couve, 14 % em espinafre e 20 % em repolho (Ismail, Marjan &
Foong, 2004). No mesmo estudo a atividade antioxidante da couve e do
espinafre reduziu cerca de 9 % e 7 %, respectivamente, apds a cocgéo,
enquanto para o repolho a reducao nao foi significativa. Turkmen, Sari &
Velioglu (2005) também relataram reducdo no conteudo de fendlicos em
abdbora e alho-poré cozidos em agua, no vapor e em forno de microondas. No
entanto, houve elevagao do conteudo de fendlicos em brécolis apds a cocgao
no vapor e microondas.

Seybold et al. (2004) ndo encontraram perdas de vitamina E em tomates
assados por 15 e 30 minutos a 180, 200 e 220 °C, ao contrario, os autores
relataram maiores concentragdes de tocoferol no tomate assado do que no cru,
mesmo quando a comparacao foi feita em base seca. Estudando brdcolis e
pimentdo vermelho, Bernhardt & Schlich (2006) relataram n&o haver diferenca
significativa entre as alteracbes no conteudo de a-tocopefol e p-caroteno
ocorridas durante a coc¢gdo em agua, vapor, vapor sob pressdo e microondas.
Apods a cocgao houve aumento do conteudo de a-tocopefol e B-caroteno em
brocolis fresco, ocorrendo o inverso nos pimentdes. Embora ndo tenha
estudado a estabilidade da vitamina E, Guinazi (2004) observou aumento da
concentragdo de vitamina E em couve e almeirdo refogados, em relacao as
hortalicas cruas, por causa da adigdo de 6leo de soja a preparagao.

As perdas de [B-caroteno em abdbora foram bem maiores do que em
cenoura, ambas cozidas em agua por 10 minutos (Gayathri et al., 2004). As
perdas médias foram de 27 % em cenoura cozida sob pressao e 16 % sem
pressao; em abobora as perdas foram de 71 % quando aplicada pressao e 49
% sem pressao.

Almeida-Muradian, Vanderlinde & Sasaki (2000) relataram perdas de (-
caroteno em folhas preparadas por cocgao em agua fervente por 10 minutos ou
por 7 minutos em forno de microondas. As perdas de -caroteno foram de 21 e
20 % em serralha e 11 e 26 % em aipo cozidos convencionalmente e em
microondas, respectivamente. Em folhas de horteld foi encontrado um padréo
diferente, em que a retengédo de B-caroteno foi de 100 % ou mais nas duas
formas de cocgao.

Considerando as alteracbes de peso ocorridas durante a cocgdao em
restaurantes, as perdas de p-caroteno foram de cerca de 10 % em brdcolis
cozido (5 minutos em agua fervente) e endivia refogada (4 minutos) (de Sa &
Rodriguez-Amaya, 2004). Em outro trabalho, utilizando método de cocgéo e
tempo semelhantes ao anterior, maior porcentagem de perda, média de 24 %,
foi encontrada em brécolis cozido (Campos et al., 2003).

Para couve refogada (4 minutos) a perda média de B-caroteno foi de 95 %.
Perdas pequenas também foram observadas para luteina tanto na couve
quanto no brécolis e endivia. Ja em brocolis refogado (4 minutos) e vagem
refogada (10 minutos) houve retencdo acima de 100 %. Os autores atribuem
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isso a dificuldade de avaliar a retengdo de carotendides em certos alimentos
cozidos (de Sa & Rodriguez-Amaya, 2004).

Speek, Speek-Saichua & Schreurs (1988) relataram perdas de 50 % do
conteudo de B-caroteno de repolho apds cocgao (4 minutos) e 43 % ao refogar-
se o repolho (4 minutos).

Em tomates fritos em 6leo de soja por 1 ou 2 minutos, as perdas de j-
caroteno foram de 5 a 27 % (Kidmose et al., 2006).

A coccgao de duas variedades de tomate por diferentes métodos resultou em
perdas diferentes em relagdo a variedade e ao método de cocgao (Sahlin,
Savage & Lister, 2004). Na variedade “Aranca” as perdas de acido ascorbico,
licopeno e fendlicos totais foram menores no tomate assado por 18 minutos a
200 °C, enquanto na variedade “Excell” as menores perdas ocorreram em
tomates cozidos por 15 minutos a 100 °C. Nas duas variedades o processo de
fritar a 110 °C por 4 minutos levou as maiores perdas, enquanto a atividade
antioxidante nao sofreu interferéncia da coccdo. Nesse mesmo estudo, foi
investigada a estabilidade dos antioxidantes (acido ascorbico, compostos
fendlicos e licopeno) em tomates crus fatiados, marinados em azeite puro,
vinagre puro e mistura de azeite e vinagre por 20 minutos. Os autores
relataram que, em geral, o conteudo de antioxidantes e a atividade antioxidante
reduziram-se quando o tomate foi marinado, sendo aredugcédo maior quando se
utilizou a mistura azeite e vinagre.

Além da ampla variagdo na perda de compostos antioxidantes e de
atividade antioxidante entre as espécies vegetais, ha também diferencas
quando se consideram partes diferentes de um mesmo vegetal. Zhang &
Hamauzu (2004) relataram maiores perdas de fendlicos nas flores do brécolis
do que no caule, cozidos em agua fervente (cozimento convencional),
ocorrendo o inverso para acido ascorbico e carotendides. Quanto a perda de
atividade antioxidante total, ndo houve grandes diferengas entre flores e caule
cozidos. No mesmo estudo foram investigados a influéncia do tempo de cocgéo
(30, 60, 90, 120 e 300 segundos) e do tipo de cocgédo (convencional e
microondas). A cocgado em forno de microondas afetou de maneira semelhante
a cocgao convencional o conteudo de acido ascorbico, carotendides, fendlicos
e a atividade antioxidante em broécolis. As perdas de compostos antioxidantes
cresceram com O aumento do tempo de cocgdo. Em flores de brocolis, a
cocgao convencional por 30 segundos gerou perda de 32 % de fendlicos, 19 %
de acido ascorbico, 3 % de carotendides e 19 % da atividade antioxidante.
Aumentando o tempo de cocgéo para 300 segundos as perdas de compostos
fendlicos foram de 77 %, acido ascorbico 66 %, carotendides 23 % e atividade
antioxidante 65 %.

Testando a influéncia de diferentes formas de cocg¢ao de brocolis na sua
atividade antioxidante, Chun-Hsien & Chi-Yue (2005) relataram aumento da
atividade antioxidante, medida pelo poder de reducdo, em amostras pré-
cozidas por 10 minutos a 50 °C e cozidas por 8 minutos em agua fervente, em
relacdo as amostras frescas. Os autores atribuiram estes resultados a
danificacdo do tecido vegetal e maior exposicdo dos compostos antioxidantes
com o aquecimento. Neste mesmo estudo, a atividade antioxidante medida de
outras formas (poder quelante de ions ferrosos, atividade sequestrante de
DPPH e atividade anti-peroxidante), em geral, reduziu-se apds o tratamento
térmico, em relagao ao brécolis fresco.

Turkmen et al. (2005) também relataram aumento da atividade antioxidante
de brocolis e espinafre e nenhuma alteracdo em alho-poré e abdbora
submetidos a trés meétodos de cocgao diferentes (agua fervente, vapor e
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microondas). Para explicar esse fenbmeno, os autores sugerem a inativagao de
peroxidades cuja atividade seria pro-oxidante, a formagao de novos compostos
antioxidantes ou a melhora da capacidade antioxidante de compostos
naturalmente presentes.

Em hortaligas preparadas em grandes quantidades, em restaurantes, as
perdas de antioxidantes podem ser diferentes das perdas que ocorrem no
processamento domeéstico porque o volume preparado, em geral, eleva o
tempo gasto durante o pré-preparo e preparo. Pinheiro-Sant’Ana et al. (1998b)
concluiram que a cocgao em agua sem presséao foi o melhor método de cocgéo
para cenouras preparadas em grande escala, quanto as perdas de -caroteno,
que foram em torno de 11 %, enquanto na cocgcdo sob pressao as perdas
foram de 20 %. A nivel doméstico a cocgdo em agua sem pressao também se
mostrou como o melhor método na prevengédo de perdas de [-caroteno em
cenouras cozidas (Pinheiro-Sant’Ana et al., 1998a).

Rodrigues (2005) analisou as perdas de acido ascorbico em sete hortalicas
preparadas em dois restaurantes e encontrou ampla variacdo entre as
espécies. As hortalicas folhosas eram armazenadas por cerca de 3 horas em
temperatura ambiente, mais 15 a 24 horas a 15 °C, depois higienizadas,
fatiadas e armazenadas por cerca de 2 horas em temperatura ambiente em um
dos restaurantes e a 10 °C em outro. As perdas médias de acido ascorbico
foram 56 % em alface, 70 % em chicéria, 31 % em repolho e 29 % em couve.
Neste mesmo estudo, as perdas de acido ascérbico foram de 27 % em cenoura
cozida, 34 % em cenoura ralada crua, 47 % em couve-flor cozida e 27 % em
tomate, armazenados a 10 °C por 3 a 7 dias ou em temperatura ambiente por 4
dias, higienizados, fatiados, cozidos (cenoura e couve-flor) e armazenados
entre 5 e 8 °C ou 20 e 27 °C, por 3 horas até o consumo.

Pouca atencao tem sido dada as perdas ocorridas durante o tempo entre o
preparo e o consumo. Estas perdas podem ser elevadas em restaurantes, onde
o tempo de espera costuma ser alto (maior que 2 horas) e as temperaturas
mais elevadas. Moraes et al. (2005) encontraram perdas que vdo de 7 a 16 %
em alface, chicdria, couve, cenoura crua e cozida, couve-flor cozida, repolho e
tomate. Para a maioria das hortalicas as perdas foram maiores quando estas
foram mantidas em temperaturas entre 20 e 27 °C do que em temperaturas
entre 5 e 8 °C apds o preparo.

4. Conclusoes

Boa parte dos estudos refere-se a vitamina C e B-caroteno, com poucos
estudos realizados quanto a estabilidade de compostos fendlicos e total
escassez em relacdo a vitamina E.

Embora haja resultados controversos, em geral, temperaturas de
armazenamento mais baixas parecem reduzir as perdas de antioxidantes em
alimentos. As operacbes de pré-preparo, embora pouco estudadas
isoladamente, podem por si s6 levar a perdas consideraveis de antioxidantes
naturais em hortalicas.

Em relagdo a cocgédo, os resultados foram ainda mais controversos,
especialmente se for considerada a falta de padronizacdo quanto a forma de
calculo da estabilidade e correcao para alteragdes de peso.

A avaliacdo das alteracbes ocorridas na capacidade antioxidante das
hortalicas frente ao processamento parece ser o fator mais complicado dada a
complexidade desta propriedade e ampla variacdo entre os métodos de
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analise. A relagcdo entre atividade antioxidante e conteudo de antioxidantes
naturais apds o preparo das hortaligas precisa ser melhor investigada.

A capacidade antioxidante e o conteudo de antioxidantes naturais das
hortalicas séo influenciados pelo tratamento que estas recebem desde o seu
armazenamento até seu consumo. Isto deve ser levado em consideragao ao se
calcular a ingestao de antioxidantes.

Vale ressaltar que, no Brasil ha uma ampla variedade de hortalicas
consideradas “regionais” que precisam ser pesquisadas quanto ao seu
conteudo de antioxidantes naturais e capacidade antioxidante.
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4.2. Artigo 2

Otimizacao de metodologia para analise de acido
ascorbico e acido desidroascorbico em
hortalicas
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Resumo

A complexidade da composi¢cado quimica das hortalicas torna dificil a analise
de vitamina C nesses vegetais. Neste trabalho, diferentes solu¢des para
extragdo da vitamina C foram testadas. A cromatografia liquida de alta
eficiéncia foi o0 método escolhido e as condigbes cromatograficas basearam-se
em eluicdo isocratica, separacdo em coluna de fase reversa e deteccao na
faixa UV. A determinagdao do acido desidroascorbico foi feita indiretamente,
ap6s a sua redugao utilizando ditiotreitol (DTT). O emprego de acido
metafosférico (AMP) para estabilizar o acido ascérbico mostrou-se necessario,
embora sua concentragdo tenha sido reduzida, para evitar interferéncias na
analise. Para aplicar o DTT em extratos acidificados foi necessario neutralizar o
pH do extrato. Em amostras de couve e tomate a recuperacdo média foi de
90%. A presenca de 6Oleo nao interferiu na extracdo do acido ascoérbico e a
metodologia otimizada pode ser empregada também para analise de vitamina
C em hortalicas refogadas.

Palavras-chave: vitamina C, extracdo, analise, cromatografia, tomate, couve.
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1. Introdugao

Entre as vitaminas hidrossoluveis a vitamina C € a que recebeu mais
atencao dos pesquisadores nos ultimos anos, principalmente por causa da sua
acao antioxidante. A vitamina C € necessaria para produgédo do colageno, é
essencial para a oxidacado da fenilalanina e da tirosina e para a conversao de
folacina em acido tetra-hidrofdlico, além de estar envolvida no processo de
reacao inflamatéria (Mahan & Escott-Stump, 2005; Ball, 1994). Além disso, é
conhecida a importéncia da vitamina C na biodisponibilidade do ferro dietético
nao-heminico, aumentando sua absorcdo quando consumido numa mesma
refeicdo (Cardoso & Penteado, 1994).

A principal forma ativa da vitamina é o acido ascoérbico (AA), mas sua forma
oxidada, o acido desidroascorbico (DHA), também exibe funcdo bioldgica, uma
vez que pode ser facilmente reduzido a AA, no organismo humano (Lee &
Kader, 2000). No entanto, os humanos ndo sao capazes de sintetizar AA, que
necessita ser fornecido pela alimentagao (Ball, 1994). Hortalicas e frutas séo
conhecidamente as melhores fontes de vitamina C, sendo importante
determinar seu conteudo de AA e DHA. A obtencdo de dados confiaveis a
respeito do teor de vitamina C em hortalicas torna-se importante frente aos
estudos epidemioldgicos que relacionam a ingestao de vegetais e a prevengao
de doencas.

A anadlise de vitamina C em alimentos exige alguns cuidados, que podem
variar dependendo da matriz vegetal em estudo. O rompimento da estrutura
celular durante os processos de extragao permite que enzimas responsaveis
pela degradacdo do AA entrem em contato com seu substrato. Pode ser
necessario, portanto, impedir a agao enzimatica por meio da reducao do pH, o
que favorece a estabilidade do AA. Além disso, a presenga de metais como
ferro e cobre aumentam a oxidagao do AA (Ball, 1994) e um agente quelante
de metais costuma ser recomendado (Hernandez, Lobo & Gonzalez, 2006).

Para extracdo de AA de tecidos vegetais, agua pura (Gokmen, Kahraman,
Ddemir, & Acar, 2000) ou solugdes acidas tém sido empregadas. Entre os
acidos comumente utilizados estdo acido metafosférico (AMP) (Frenich
Garrido, Hernandez Torres, Belmonte Vega, Martinez Vidal, & Plaza Bolafios,
2005; Franke, Custer, Arakaki, & Murphy, 2004; Giannakourou & Taoukis,
2003) e acido oxalico (Hernandez et al., 2006; Tudela, Espin, & Gil, 2002;
Kabasakalis, Siopidou, & Moshatou, 2000), sozinhos ou em combinagbes com
outros acidos e/ou solventes organicos, acrescidos ou ndo de antioxidantes
como EDTA e BHT.

Diferentes métodos de analise de vitamina C em alimentos tém sido
relatados. O método classico é o titulométrico, que ndo quantifica DHA, apenas
AA (AOAC, 1990). A espectrofotometria (Lisiewska & Kmiecik, 1996),
fluorimetria (Kall & Andersen, 1999), amperometria (O'Connell, Gormally,
Pravda, & Guilbault, 2001), eletroforese (Versari, Mattioli, Parpinello, & Galassi,
2004; Herrero-Martinez, Simo-Alfonso, Deltoro, Calatayud, & Ramis-Ramos,
1998) e cromatografia (Frenich Garrido, Hernandez Torres, Belmonte Vega,
Martinez Vidal, & Plaza Bolafos, 2005; Franke et al., 2004; Giannakourou et
al., 2003; Furusawa, 2001) também tém sido usadas. No entanto, alguns
desses métodos tém limitagcbes quanto a especificidade. A cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) destaca-se como um método bastante
confiavel e, em geral, simples. Ap6s a separagao em coluna cromatografica, a
utilizacado de detector de arranjos de diodo pode melhorar a confiabilidade na
identificacdo do AA (Furusawa, 2001). Como a detec¢do do DHA é dificultada
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por sua fraca absortividade molar (Ball, 1994), a maioria dos pesquisadores
opta por reduzi-lo a AA antes da separagcdo cromatografica, realizando a
quantificacdo indireta por diferenga. Entre os agentes redutores o ditiotreitol
(DTT) tem sido amplamente utilizado (Silva, 2005; Furusawa, 2001; Gékmen et
al., 2000; Sanchez-Mata, Camara, & Diez-Marqués, 2003).

O objetivo deste estudo foi testar uma metodologia para analise de AA e
DHA em hortalicas por cromatografia liquida de fase reversa, otimizando os
processos de extracdo do acido ascorbico e de conversdo do acido
desidroascorbico a acido ascorbico, empregando ditiotreitol (DTT). Além disso,
verificar a eficiéncia da metodologia otimizada na andlise de hortalicas
adicionadas de oleo.

2. Metodologia

2.1. Matéria-prima e prepara¢cao das amostras

As hortalicas escolhidas para este estudo foram couve (Brassica oleracea,
var. acephala), cultivar Manteiga, e tomate (Lycopersicum esculentum)
variedade Santa Cruz, uma vez que sdo amplamente consumidas no Brasil e
por diferirem bastante em sua estrutura, permitindo avaliar a eficiéncia do
método de extragao e analise para dois tipos distintos de vegetais.

As hortaligas foram adquiridas no mercado local, em grau de
desenvolvimento adequado: tomates em estagio aparente de maturagao
fisiologica, de coloragdo vermelha uniforme; folhas de couve maduras, de
tamanho padrao comercial.

Os tomates e as folhas de couve foram lavados em agua corrente e secos
em papel toalha. Em seguida foram picados em pedacos pequenos para
facilitar a amostragem e a trituracéo.

Para testar a aplicagédo do método em hortalicas refogadas e a interferéncia
do oleo, foi realizado o seguinte experimento: folhas de couve foram lavadas
em agua corrente, secas em papel toalha e divididas ao meio. Uma das
metades foi picada e realizada extracdo de vitamina C. A outra metade foi
adicionado 6leo de soja, na proporgéo de 7 g de 6leo para 50 g de couve. Em
seguida a amostra com 6leo foi submetida ao processo de extragéo.

2.2. Reagentes e outros materiais

Foram utilizados: agua ultrapura, produzida em sistema Milli-Q (Millipore,
USA), acido metafosférico (p.a.) adquirido da Merck (Alemanha), ditiotreitol
(DTT) (Sigma Aldrich, Alemanha), acido sulfurico (H,SO4) (p.a.) (Mallinckrodt,
USA), padrao acido L-ascérbico e acido acético (grau HPLC) da Vetec (Brasil).

A filtracdo das amostras foi realizada em papel de filtro, Quanty (Brasil) e
antes da injecdo as amostras e solugdes padrao foram filtradas em unidades
filtrantes HV Millex, em polietileno, 0,45 um de porosidade (Millipore, Brasil).

2.3. Extrag&o da vitamina C

Os métodos de extragdo da vitamina C foram testados utilizando-se as
seguintes solugdes extratoras: (a) apenas agua, como proposto por Gékmen et
al. (2000), com algumas modificagbes, (b) acido metafosforico (AMP) 4,5 %,
segundo o método proposto por Giannakourou et al. (2003), também com
algumas modificagdes e (c) solugdo extratora composta por 3 % AMP, 8 %
acido acético, 1 mM EDTA e 0,3 N H,SO,.

Os processos de extragdo seguiram a seguinte sequéncia, sendo alteradas
apenas as solugdes extratoras: as hortalicas foram lavadas em agua corrente,
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0 excesso de agua foi retirado com papel toalha e as partes ndo comestiveis
foram removidas; a seguir as hortalicas foram picadas em pedagos pequenos
para facilitar a trituragdo. A 5g de amostra foram adicionados 15 mL da solug&o
extratora; em seguida a amostra foi triturada em microtriturador por 5 minutos e
filtrada a vacuo, em papel de filtro. O filtrado foi diluido com agua até volume de
25 mL (em balado volumétrico) e centrifugado por 15 minutos a 0,402 xg (4000
rpom). O sobrenadante foi armazenado a 5 °C até a analise cromatografica, que
foi realizada sempre no mesmo dia. Antes da injecdo o extrato foi filtrado em
unidades filtrantes com porosidade de 0,45 um.

Cabe ressaltar que as amostras foram mantidas sob protecéo da luz solar e
artificial durante todo o periodo de analise, pela utilizacdo de vidrarias ambar
ou papel aluminio e cortinas tipo “blackout”.

2.4. Reducgéo do acido desidroascorbico

A quantificagdo do DHA foi realizada por diferenga do conteudo de AA total
(apds a reducédo do DHA a AA) e do conteudo de AA (antes da conversao do
DHA).

O DTT foi utilizado como agente redutor do DHA. Quatro diferentes
concentracdes de DTT foram testadas. A 1 mL do extrato da amostra foi
adicionado: (a) 1 mL de solugéo de DTT a 4, 8, 10 e 50 mM e (b) 1 mL de
solugdo de DTT a 10 e 50 mM, acrescidas de 0,5 mL de tamp&o Trizma (pH
9,0). O tampéao foi adicionado com o objetivo de elevar o pH durante o tempo
de reacao para cerca de 5,5.

Durante a reacao as solugcées foram mantidas a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz, por periodos entre 10 e 120 minutos.

Foi testada ainda a adi¢cao de acido sulfurico 0,4 M, para reduzir o pH da
solugdo antes da injecao cromatografica.

2.5. Condigbes Cromatograficas

Foram testadas duas condigdes cromatograficas. Uma delas, descrita por
Giannakourou et al. (2003), consiste em eluicdo isocratica, detecgdo na faixa
UV, empregando como fase mével agua ultrapura com pH 2.2 ajustado com
AMP, a um fluxo de 1 mL/min. Foi testada também a fase mével proposta por
Franke et al. (2004), com alteragdo do agente tamponador: 1 mM fosfato de
s6dio monobasico (NaH,PO4) e 1 mM EDTA, pH ajustado para 3.0 com acido
fosforico (H3POg), fluxo de 1 mL/min, elui¢do isocratica e detec¢ao a 245 nm.
Em ambas as condi¢des foi utilizada coluna Lichospher 100 RP18, 250 mm x 4
mm, 5 um (Merck, Alemanha). Um sistema de cromatografia liquida de alfa
eficiéncia, Shimadzu, munido de bomba de alta pressdo, modelo LC-10AT VP;
injetor automatico com “loop” de 50 pul, modelo SIL-10AF; detector de arranjo de
diodos UV-visivel modelo SPD-M10A; controlado pelo “software” Multi System,
Class VP 6.12, foi utilizado para as analises.

A identificacdo do AA nas amostras foi realizada por comparacdo dos
tempos de retengdo obtidos nas amostras com os obtidos para o padrdo de
acido ascorbico, bem como pela comparacdo dos espectros de absorcgao,
empregando-se o detector de arranjos de diodos.

A quantificacdo do AA nas amostras foi realizada por meio da curva de
calibragao. A solugado padréo estoque (1 mg/mL de AA) foi preparada em agua
ultrapura e solucdes de diversas concentracdes foram preparadas pela diluicao
da solugdo estoque em solucdo extratora. Novas solugbes padrao foram
preparadas diariamente. A concentracao real das solugdes foi calculada a partir
da equacao:
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C (ng/mL) = ABS X 10* / E"4cm, em que C é a concentragdo real, ABS ¢é a
abosorvéncia maxima (lida a 245 nm), em solugdo tampéo fosfato, pH 2,0 e
E'1em € 0 coeficiente de absortividade molar (560) (Ball, 1994).

3. Resultados e discussao

3.1. Otimizagéo da extragdo e analise cromatografica de vitamina C

A extragao da vitamina C de couve apenas com agua, definitivamente, nao
se mostrou eficiente, uma vez que a quantidade de AA encontrada foi cerca de
30 vezes menor que a quantidade encontrada quando as amostras foram
extraidas com a solugdo de AMP 4,5%, como pode ser observado na Figura 1.
Da mesma forma, a extragdo das amostras de tomate com agua nao
apresentou bons resultados, sendo que o teor de AA nas amostras extraidas
com solugado de AMP foi cerca de 40% maior que nas amostras extraidas com
agua pura. Estes resultados estdo de acordo com o relatado por Franke et al.
(2004) em um estudo que quantificou AA em frutas e hortalicas. Segundo os
autores, a extracdo de AA apenas com agua é suficiente quando se trata de
frutas, mas a adogao deste método para vegetais folhosos revelou causar
perda de AA durante o processo de extragcéo, especialmente a alface, cujo pico
de AA nem foi detectado. E possivel que o AA tenha sido degradado durante a
extragdo com agua, ou ainda, que a extragdo tenha sido incompleta, em razéo
das diferencas inerentes as hortalicas. No presente estudo, a degradacao ou
ineficiéncia da extragdo do AA durante a extragcdo com agua se mostrou bem
clara para a couve. Embora a perda de AA durante a extragcdo com agua tenha
sido menor no tomate, esta perda foi bastante significativa.

Ainda segundo Franke et al. (2004), € admissivel supor que durante a
extragdo com agua nao haja a completa inativagdo da enzima ascorbato
oxidase presente nas hortalicas folhosas. A faixa de pH 6timo de atuagao da
enzima é entre 5.0 e 6.5 (Saari, Osmana, Selamat, & Fujita, 1999). Nos
extratos de couve sem adigdo de AMP o pH variou entre 5.7 e 6.1, ja nos
extratos que continham AMP o pH esteve sempre abaixo de 2.0. E provavel
que nas solugbes contendo 4,5% de AMP a ascorbato oxidase seja inativada,
uma vez que em pH abaixo de 4 a sua atividade é praticamente nula.
Comparando-se a extragdo com agua em couve e tomate, a degradacédo do AA
foi maior nas amostras de couve, possivelmente, porque o pH do extrato
encontrava-se na faixa 6tima de atuagao da ascorbato oxidase. Ja nos extratos
de tomate, como o pH foi de 4,4, por causa da acidez do proprio tomate, a
enzima atuou com menor eficiéncia e a degradacdo do AA foi,
consequentemente, menor. A ascorbato oxidase é apontada como a principal
enzima envolvida na degradagao enzimatica do AA (Lee et al., 2000).

No entanto, observou-se que empregando AMP 4,5% como solugao
extratora e fase moével composta por agua ultrapura, pH 2,2 ajustado com AMP,
por varias semanas, ocorreu perda de qualidade dos dados, com o
aparecimento de picos duplos para o AA e perda de qualidade da resolucao
dos mesmos (Figura 2, letra A). E possivel que esta situagdo tenha ocorrido em
virtude do acumulo de cristais de AMP na coluna cromatografica, com
consequente alteracado na protonagado do AA durante a passagem pela coluna,
ja que uma alta concentragéo de ions hidrogénio mantém o AA completamente
protonado (Ball, 1994). Outros autores relataram problemas na utilizagdo do
AMP. Ilwase (2003) cita a dificuldade de dissolver AMP em agua deionizada e
0os problemas durante a pesagem do AMP causados pela sua propriedade
higroscopica.
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Para contornar esse problema, mantendo o AMP, ja que este é considerado
um dos melhores acidos capazes de preservar o AA (Ball, 1994), utilizou-se
solugéo extratora com concentragdo menor de AMP (3%) e optou-se por elevar
o pH da fase movel de 2,2 para 3.0, empregando H3PO4 ao invés de AMP para
ajustar o pH. Estas medidas basearam-se no fato de que o H3zPO4 tem menor
tendéncia a cristalizagdgo do que o AMP e um pH muito baixo pode
comprometer a durabilidade da coluna de fase reversa. No entanto, com a
alteracdo da fase moével, a resolugdo do pico de AA ficou muito ruim, como
pode ser observado na Figura 2 (letra B). Mais uma vez a solugéo extratora foi
modificada, passando a utilizar-se uma mistura contendo AMP, acido aceético,
acido sulfurico e EDTA. Nesse caso, nao houve perda de eficiéncia de extracao
e a resolugdo dos picos melhorou sensivelmente com a utilizacdo destas
condigdes (Figura 2, letra C).

3.2. Validag&o da metodologia

Para construgdo da curva padrao utilizaram-se volumes crescentes (5 a 50
uL) de uma solugdo padrdo de AA 50 ug/ml, cuja pureza obtida foi 97%. Foi
encontrada boa linearidade (entre 0,2 e 2 ug), com coeficiente de determinagéo
elevado (R%=0,9994). O limite de deteccdo foi de 50 pg/L, determinado em
relagdo a um pico cuja area foi 3 vezes maior que a linha de base. A
repetibilidade do método foi testada por 6 inje¢cdes consecutivas de 30uL do
padrdao de AA a 50 ug/mL. Os resultados na forma de desvio padrao relativo
foram 1,70 % para area do pico e 0,59 % para tempo de retencao.

Testes de recuperagao foram realizados com a adicdo de 0,5 a 1,0 mg de
AA as amostras de couve e tomate. A recuperacdo média foi de 90 % para
couve (média de 4 repeticdes, entre 83 e 99 %) e 90 % para tomate (variando
entre 85 e 93 %).

3.3. Otimizagao do processo de reduc¢ao do acido desidroascorbico

Diferentes concentracbes de DTT e diversos tempos de reacao foram
utilizados para a redugcdo do DHA presente nas amostras. A adigdo de 1 mL de
DTT (4 ou 8 mM) a 1 mL do extrato de couve e tomate, contendo 4,5 % de
AMP, resultou em perda de AA ou em aumentos de no maximo 4 %, depois de
aguardado o tempo de reagao de 75, 90 e 120 minutos, conforme proposto por
Gokmen et al. (2000). Tentou-se entdo o aumento da concentragcdo de DTT,
com utilizacdo de solucdo a 50 mM. No entanto, os resultados nio se
alteraram.

No pH das solugdes extratoras contendo AMP (1.5 a 2,0) a atuagdo do DTT
foi muito baixa, sendo necessaria a elevacao do pH dos extratos antes de sua
adicdo, ja que esse atua melhor em pH préoximo a neutralidade (Okamura,
1980). Para isto foram utilizados de 0.5 a 1.5 mL de tamp&o Trizma 0,5 M, pH
9.0, para obtencao de pH final entre 5.5 e 6.0. Uma elevacao ainda maior do
pH foi evitada ja que a faixa de estabilidade do AA esta entre pH 4 e 6 (Moser
& Bendich, 1991). Optou-se pela utilizagdo de tampao Trizma (pH 9,0) porque
no volume usado o tampao fosfato (pH 7.0) n&o foi suficiente para elevar o pH
do extrato.

A reducédo do pH do extrato antes da injegdo n&o se mostrou necessaria,
quando foi empregada fase mével acidificada com AMP, pH 2,2, uma vez que o
AA mostrou-se estavel na solugdo de pH 6.0 apds 50 minutos, como pode ser
visto na Figura 3. E possivel que a ascorbato oxidase tenha sido inativada
durante a extragdo com a utilizagdo do AMP, o que ndo permitiu que a enzima
voltasse a agir apos o retorno ao pH 6.0 durante o tempo de reagéo do DTT.
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Entretanto, como as condi¢des cromatograficas e a solugdo extratora
tiveram de ser alteradas, conforme j& mencionado, a forma de utilizagdo do
DTT também teve que ser modificada. A injecdo das amostras com DTT e
tampao Trizma na fase mével contendo NaH,PO,4, EDTA e H3PO4 nao foi bem
sucedida, pois o pico de AA deixou de ser detectado. Para contornar esta
situagao, foi necessario reduzir o pH da solugao antes da inje¢do. Para tanto se
empregou solugao 0,4 M HySO4,.

A solugéo tampéo Trizma foi empregada para neutralizar o pH dos extratos,
que entdo, foram adicionados de solu¢des de DTT a 10 e 50 mM. A quantidade
de DTT necessaria depende do conteudo de DHA presente na amostra.
Baseados no relato de outros autores (Hernandez et al., 2006; Gokmen et al.,
2000) e em nossos proéprios testes concluiu-se que a utilizagédo de 50 mM de
DTT ndo resultou em maior conversdo do que quando se utilizou 10 mM.
Optou-se, entédo, por empregar uma solu¢cao de 40 mM de DTT, diluida no
proprio tampdo. Ao misturar a solucdo de DTT e tampdo a amostra a
concentragao final de DTT foi de 20 mM. Ou seja, 1 mL do extrato foi
adicionado de 1 mL de solugdo tampao contendo 40 mM de DTT, o que
resultou em uma solugcdo em que o DTT foi diluido para 20 mM.

Da mesma forma, ndo foi necessario um longo tempo de reagédo. O
emprego de 20 mM de DTT necessitou de 10 minutos de reagdo. Ao se dobrar
o tempo de reagdo para 20 minutos ndo houve diferenga na conversao de
DHA.

A conversdo do DHA foi realizada, entdo, da seguinte forma: a 1 mL de
amostra foram adicionados 1 mL de tampao Trizma 0,5 M (pH 9,0) contendo 40
mM de DTT. Apdés 10 minutos de reacdo, em temperatura ambiente e
protegidos da luz, o processo era interrompido com a adigao de 0,5 mL de
H,SO4 0,4 M, obtendo um pH final proximo a 2, e a inje¢cdo era realizada
imediatamente apos.

3.4. Extragéo e analise de vitamina C em couve com 6leo

Para verificar a influéncia da presenca de 6leo na extracdo e analise de
vitamina C, amostras semelhantes de couve foram analisadas paralelamente,
na forma natural e adicionada de d6leo. Nao foi aplicado tratamento térmico
(refogado) as amostras de couve com 6leo para nao confundir a influéncia
causada pela presenca de Oleo e as perdas causadas pelo calor. A extracao,
conversdo do DHA e analise cromatografica foram realizadas conforme a
metodologia otimizada descrita neste trabalho. Foi necessario apenas ajustar o
volume de tampao Trizma e H,SO,4 adicionados: a 1 mL do extrato de couve
contendo o6leo foi adicionado 1,5 mL de tamp&o Trizma contendo 40 mM de
DTT, para obter pH proximo a 5,5. Para reduzir novamente o pH antes da
injecao foi necessaria adigao de 1,5 mL de H,SOq4, 0,4 M.

Observou-se que a adi¢ao de 6leo ndo influenciou a extracdo da vitamina C.
O coeficiente de variacdo médio do conteudo de AA nas amostras com e sem
oleo foi de 1,53%. A recuperacao de AA na couve adicionada de déleo foi de
95,5% (média de 2 repeti¢cdes). Isto permite dizer que o método aqui otimizado
pode ser empregado para analise de couve refogada.

3.5. Conteudo de AA e DHA nas amostras

A Tabela 1 apresenta o conteudo de AA, DHA e vitamina C total nas
amostras analisadas. Observa-se que cerca de 21 % do total de vitamina C da
couve encontra-se na forma de DHA e 17 % do total de vitamina C do tomate.
Estes valores diferem dos encontrados por Gdokmen et al. (2000), em que o
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DHA representou cerca 41 % do total de vitamina C do tomate (7,9 mg/100g de
AA e 5,4 mg/100g de DHA). Embora ndo tenham analisado couve, esses
autores relataram nao ter encontrado AA em hortalicas folhosas como salsa e
hortela, e sim, um elevado conteudo de DHA (218,4 mg/100g em salsa e 50,3
mg/100g em horteld). E possivel que estes resultados tenham ocorrido porque
a extragao foi feita apenas com agua, o que pode ter acarretado oxidagao do
AA a DHA durante o processo de extracdo, com reversao apos a adigao de
DTT. Com a ruptura da estrutura celular dos vegetais, durante a extracéo,
amplia-se a exposicdo ao oxigénio e a atividade da ascorbato oxidase pode
processar-se livremente, ja que o pH de extratos de hortalicas folhosas é
préximo a neutralidade.

Em hortalicas de pH baixo, como o tomate, a extragdo com agua parece
comprometer menos o AA, embora de maneira expressiva. Ja em hortalicas
folhosas, a extracdo sem reducao do pH leva a oxidagao quase total do AA.

Resultados similares aos encontrados neste estudo foram relatados por
Wills, Wimalasiri, & Greenfield (1984) em tomates, em que o DHA representou
7% da vitamina C total (18,7 mg\100g de AA e 1,5 mg\100g de DHA). Em outro
estudo, que determinou o DHA apds a separagao cromatografica e detecgao
por fluorimetria, a porcentagem de DHA em relagdo ao conteudo total de
vitamina C foi de apenas 2,4 %.

Infelizmente ainda sdo poucos os trabalhos que analisaram DHA em
hortali¢as, restringindo a comparacgao de resultados. Da mesma maneira, foram
encontrados poucos estudos envolvendo analise de AA em couve por CLAE.
Rodrigues (2005) relatou valores médios entre 95,3 e 116,4 mg/100g de AA em
couve crua e entre 15,9 e 20,4 mg/100g em tomate cru. Para tomate, os
valores encontrados no presente trabalho estdo dentro da faixa relatada por
outros autores, considerando-se a ampla diversidade de cultivares disponiveis
(Frenich Garrido et al., 2005; Abushita, & Daood, & Biacs, 2000).

4. Conclusodes

A adicdo de AMP a solucdo extratora contribui para preservagao do AA
durante o processo de extracdo, sendo uma medida indispensavel no caso de
analise de hortalicas. Entretanto para melhorar a reprodutibilidade do método
foi necessario reduzir a propor¢cao de AMP e adicionar outros acidos e EDTA
para estabilizar o AA.

Pequenas quantidades de DTT sao necessarias para conversido do DHA a
AA, embora seja necessario neutralizar o pH da solugédo para que a reagao se
processe de maneira eficiente. O reajuste do pH antes da injec&do para cerca de
2.0 se faz necessario.

A metodologia aqui proposta € eficiente na extracdo de AA de hortaligas,
inclusive em hortalicas folhosas adicionadas de 6leo e mostrou-se bastante
especifica. Embora a necessidade de ajustar o pH do extrato para conversao
do DHA tenha introduzido mais alguns passos na analise, isto resultou na
melhoria da qualidade dos dados obtidos.
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Tabela 1. Conteudo de AA, DHA e vitamina C total em hortalicas.

Hortalica AA (mg/1009) DHA (mg/1009) Vit C (mg/100g)
Couve 83,38 +18,67 2421 +4,94 113,47 +17,92
Tomate 16,54 +3,77 3,03 +0,58 17,94 +0,75

Média de 5 repeti¢cbes + desvio-padrao
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4.3. Artigo 3

Controle de Perdas de Vitamina C e
Carotenodides em Tomate durante

Armazenamento e Preparo
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Resumo

Acredita-se que boas praticas de manipulagdo poderiam minimizar a
perda de nutrientes em hortalicas, decorrentes do preparo. Para selecionar
praticas no armazenamento, preparo e distribuicdo de tomate, foram testados
armazenamento a 10 °C e 24 °C (durante 24 e 72 horas), tempos de
sanitizagao (15, 45 e 75 minutos), tipos de corte (fatias e cubos) e tempo de
exposicdo para consumo (0, 30 e 60 minutos). Acido ascérbico (AA), acido
desidroascorbico (DHA), vitamina C total, licopeno e [-caroteno foram
determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Sob
refrigeragao, a retengcdo de AA durante o armazenamento, por 24 horas, foi 8 %
superior. A retencao de DHA foi maior em temperatura ambiente. A retencéo de
licopeno foi menor em temperatura de refrigeracdo. Nao houve diferenga entre
os cortes e os tempos de exposigdo empregados. As retengdes apos as
condi¢cdes de armazenamento e processamento selecionadas ficaram entre 78
e 86% para vitamina C, 53 e 81% para licopeno e 74 e 83% para p-caroteno.

Palavras-chave: acido ascérbico, acido desidroascérbico, licopeno, B-caroteno,
tomate, manipulagao.
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1. Introdugao

O tomate € uma das hortalicas mais consumidas no mundo todo. Na ultima
Pesquisa de Orgamentos Familiares realizada no Brasil, 0 consumo de tomate
representou cerca de 37 % do consumo total de hortaligas frutosas (legumes)
(Instituto, 2004). O tomate possui versatilidade culinaria, podendo ser
consumido “in natura® em saladas, e cozido, na forma de sucos, purés e
extratos. Além disso, apresenta alta palatabilidade e valor nutritivo
reconhecidos (Borguini, 2002).

Embora ndo seja, a rigor, um alimento rico em vitamina C, o tomate, em
razao do elevado consumo, é fonte importante desta vitamina na alimentacéo.
A vitamina C é hidrossoluvel e a sua principal forma biologicamente ativa é o
acido L-ascorbico (AA). No entanto sua forma oxidada, o 4&acido
desidroascorbico (DHA), também apresenta atividade vitaminica (Lee & Kader,
2000).

A vitamina C atua como um excelente antioxidante no organismo por causa
da sua capacidade de doar elétrons a radicais livres (Padayatty & Levine,
2000). Embora até o momento ndo seja possivel afirmar uma relagcéo direta
entre o consumo de vitamina C e as doencgas cardiovasculares, o consumo de
frutas e hortalicas, ao contrario, tem sido cada vez mais apontado como um
fator de prevengao para essas doencgas e para o cancer (Burr, Appleby, Key, &
Thorogood, 2001; Lampe, 1999).

A cor atraente do tomate € causada pela presenca de carotendides, em
especial o licopeno. O licopeno é considerado o carotendide com maior poder
antioxidante (Miller, Sampson, Candeias, Bramley & Rice-Evans, 1996).
Estudos indicam a associag¢ao entre dietas ricas em tomate e seus produtos e
redugdo nos riscos de diversas formas de cancer (Bramley, 2000; Stefani,
Oreggia, Boffetta, Deneo-Pellegrini, Ronco & Mendilaharsu, 2000), bem como
com a atenuacdo de fatores envolvidos no processo de aterosclerose
(Rissanen, Voutilainen, Nyyssdnen, Salonen, Kaplan & Salonen, 2003; Martin,
Wu & Meydani, 2000).

Outro importante carotendide presente no tomate é o B-caroteno, que
possui atividade provitaminica A. Igualmente, tem sido apontado como
participante na prevencéao e tratamento de cancer, doencas cardiovasculares e
alteracgdes do sistema imunologico (Tapiero, Townsend & Tew, 2004; Williams,
Boileau, Zhou, Clinton & Erdman, 2000; Wang & Russell, 1999; Santos et al.,
1996).

No entanto, esses nutrientes podem ser perdidos durante as operacgdes
realizadas entre a colheita e 0 consumo dessa hortalica. Entre os fatores que
interferem na degradacgao de carotendides estdo a sua estrutura, a quantidade
de oxigénio disponivel, a atividade de agua, o grau de luminosidade, a
temperatura, o pH e a presenca de antioxidantes e prooxidantes (Britton, 1992).
De forma semelhante, o AA pode ser facilmente oxidado, especialmente na
presenga de oxigénio, ions metalicos, pH alcalino e temperaturas elevadas
(Lee & Kader, 2000).

Muitos dos fatores que interferem na estabilidade da vitamina C e
carotendides em hortalicas estdo presentes durante seu armazenamento e
preparo para consumo, seja em pequena ou larga escala.

O clima tropical, que pode aumentar a biossintese de carotendides, também
pode acelerar-lhes a destruicio durante o0 manejo pos-colheita e
armazenamento (Rodriguez-Amaya, 1999b).
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As etapas de pré-preparo dos alimentos podem produzir perdas variaveis
de vitaminas, dependendo principalmente do tempo de manipulagdo. Quanto
maior for esse tempo, maior sera o contato do alimento com condi¢gbes de
degradagao. Além disso, a perda de vitaminas hidrossoluveis também pode se
dar por lixiviagdo durante etapas de higienizagdo dos alimentos, em virtude do
contato direto com a agua. A forma como os vegetais sao picados pode
influenciar a retencdo de vitaminas e provitaminas. O descascamento e o
fatiamento de vegetais € responsavel pela remogao de vitaminas associadas
aos tecidos superficiais e a exposi¢ao das vitaminas localizadas nos tecidos
internos a fatores relacionados com as perdas, como oxigénio e luz (Combs,
1998). Apesar de o tomate ser amplamente consumido cru, sem nenhum tipo
de processamento térmico, o conteudo de nutrientes pode ser alterado em
raz&o do rompimento da matriz celular. Nos vegetais intactos a estrutura celular
confere certa estabilidade aos carotendides. No entanto, durante o
processamento essa estrutura € comumente rompida, expondo os carotendides
aos fatores responsaveis por sua destruicdo, principalmente ao oxigénio
(Rodriguez-Amaya,1993). Entretanto, poucos sdo os estudos desenvolvidos
para avaliar condi¢cdes de processamento que ndo incluam tratamento térmico.

A utilizagdo de boas praticas de manipulagdo no controle de perda do valor
nutricional pode ser de grande utilidade. No entanto é necessario estabelecer
quais medidas podem ser tomadas para controlar a perda de vitaminas, sem
ferir critérios ja definidos, relativos a qualidade microbiolégica.

Dessa forma torna-se importante ndo apenas avaliar as perdas de vitaminas
durante o processamento das hortalicas, mas, principalmente, chegar a
proposi¢ao de boas praticas de manipulagdo para minimizar essas perdas. Os
objetivos deste estudo foram quantificar o conteudo de AA, DHA, vitamina C
total, licopeno e B-caroteno em tomates antes e apds o preparo e testar, em
laboratério, diferentes condigdes, durante armazenamento, higienizagao,
fatiamento e distribuicdo de tomate para consumo, visando a sele¢cao daquelas
que resultariam em maior retencao de vitamina C e carotendides.

2. Material e métodos

2.1. Reagentes e outros materiais

Foram utilizados os seguintes reagentes grau HPLC: metanol e acetonitrila
(Tedia, USA), acetato de etila (Mallinckrodt, USA), ditiotreitol (DTT) (Sigma
Aldrich, Alemanha) e acido acético (Vetec, Brasil). A agua ultrapura foi
produzida em sistema Milli-Q® (Millipore, USA). Os demais reagentes foram de
grau de pureza para analise (p.a.).

A filtracdo das amostras foi realizada em papel de filtro (Quanty, Brasil) e
antes da injecdo as amostras e solugdes padrao foram filtradas em unidades
filtrantes HV Millex, em polietileno, 0,45 um de porosidade (Millipore, Brasil).

O padréao de &acido L-ascorbico foi adquirido da Vetec (Brasil). Os
padrées de licopeno e B-caroteno foram isolados por cromatografia de coluna
aberta.

2.2. Material

Tomates (Lycopersicum esculentum) cultivar Santa Cruz, foram adquiridos
de um produtor da cidade de Vigosa, MG, Brasil, sendo cultivados em
condicbes semelhantes ao longo do experimento. Para a primeira etapa do
experimento empregou-se tomate colhido entre agosto e setembro de 2005.
Para a segunda etapa, os tomates foram colhidos entre novembro e dezembro
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de 2005. Os tomates foram colhidos no mesmo dia das analises, sendo
escolhidos aqueles visualmente maduros, de coloragdo vermelha uniforme,
simulando a utilizagédo imediata para consumo. Os tomates foram transportados
até o Laboratdrio de Analise de Vitaminas da UFV embalados em sacos
plasticos, em temperatura ambiente.

2.3. Preparacdo das amostras

O estudo foi divido em 2 etapas. Na etapa 1 foram testados os efeitos das
condigbes de armazenamento, em ambiente refrigerado (refrigerador
doméstico, temperatura média de 10 °C) e em temperatura ambiente (média de
24 °C) e o tempo de imersdo de 15, 45 e 75 minutos em solugdo sanitizante. O
objetivo foi sanitizar conforme a recomendagdo do fabricante do produto
clorado (15 minutos) e simular a sanitizag&o realizada sem controle de tempo,
que freqientemente ocorre em restaurantes. Entre 6 e 7 unidades de tomate
por tratamento foram embaladas em sacos plasticos e armazenadas nas
condigdes de armazenamento descritas, por 24 horas (simulando o tempo
utilizado na pratica). Apos 24 horas essas amostras foram lavadas em agua
corrente, secas com papel toalha e sanitizadas em solugdo contendo 200 ppm
de cloro ativo (6,6 g de sanitizante dissolvidos em 1 L de agua) por 15,45 e 75
minutos. Em seguida foram enxaguadas em agua corrente e secas com papel
toalha. Imediatamente os tomates foram homogeneizados com o auxilio de um
processador tipo doméstico.

Na etapa 2 foram testados os efeitos das condi¢cbes de armazenamento, em
ambiente refrigerado e em temperatura ambiente, o tipo de corte da hortaliga
para preparo e o tempo de espera entre o término do preparo e o consumo (0,
30 e 60 minutos).

Seis a sete tomates foram embalados e armazenados por 72 horas, para
cada tratamento. Depois de transcorrido esse periodo as amostras foram
lavadas em agua corrente, secas com papel toalha, sanitizadas em solugéo
contendo 200 ppm de cloro ativo por 15 minutos, enxaguadas em agua
corrente, secas em papel toalha e manualmente fatiadas. Para obter amostras
semelhantes, cada unidade de tomate foi cortada ao meio, de forma que cada
fruto fosse picado segundo as duas formas em teste: a) em cubos de cerca de
3 cm x 3 cm e b) em fatias de cerca de 1 cm de espessura. Os tomates assim
picados foram acondicionados em vasilhames de polietilieno e permaneceram
expostos em temperatura ambiente (média de 24 °C) por 0, 30 e 60 minutos.

Os tomates que ndo foram submetidos a sanitizacdo (controle) foram
lavados em agua corrente e secos em papel toalha.

2.4. Extragdo de vitamina C e carotenoides

A extracdo da vitamina C foi realizada conforme metodologia previamente
otimizada (dados ainda ndo publicados). As aliquotas de cerca de 5g de
amostra foram adicionados 15 mL de solugdo extratora composta por acido
metafosférico 3 %, acido acético 8 %, acido sulfurico 0,3 N e EDTA 1 mM. Em
seguida a amostra foi triturada em microtriturador por 5 minutos e filtrada a
vacuo, em papel de filtro. O filtrado foi diluido com agua até volume de 25 mL e
centrifugado por 15 minutos a 0,402 xg (4000 rpm). O sobrenadante foi
armazenado a 5 °C até a analise cromatografica, que foi realizada sempre no
mesmo dia. Antes da injegdo o extrato foi filtrado em unidades filtrantes com
porosidade de 0,45 um.

O processo de extragao dos carotendides foi realizado segundo Rodriguez,
Raymundo, Lee, Simpson & Chichester (1976), com algumas modificagdes.
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Cerca de 5 g de amostra foram triturados na presenca de 70 mL de acetona
resfriada e em seguida transferidos para 50 mL de éter de petrdleo. A
concentragdo do extrato foi feita em evaporador rotativo, na faixa de
temperatura entre 35 e 37 °C. Em seguida, os carotendides foram novamente
dissolvidos em 25 mL de éter de petrdleo. Os pigmentos foram armazenados
em frascos de vidro ambar, em congelador a -5 °C, até a andlise dos
carotenoides (cerca de 24 horas).

Testes de recuperagédo de AA, licopeno e B-caroteno foram realizados pela
adicdo de padrao as amostras de tomate, na proporcéo de cerca de 50 % do
conteudo médio original das amostras.

Cabe ressaltar que em ambas as analises as amostras foram mantidas sob
protecado da luz solar e artificial durante todo o processo, pela utilizacido de
vidrarias ambar e papel aluminio.

2.5. Condigbes cromatograficas

2.5.1. Determinacéo de acido ascorbico e carotenos

Para analise de AA empregou-se a metodologia descrita por Franke,
Custer, Arakaki & Murphy (2004), com alteragdes. Fase movel: 1 mM fosfato de
sédio monobasico (NaH,PO4) e 1 mM EDTA, pH ajustado para 3.0 com acido
fosforico (H3POs), fluxo de 1 ml/min, eluicdo isocratica e detecgdo a 245 nm.
Coluna Lichospher 100 RP18, 250mm x 4mm, 5 um (Merck, Alemanha).

Foi utilizado sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia, Shimadzu,
munido de bomba de alta pressdo, modelo LC-10AT VP; injetor automatico
com “loop” de 50ul, modelo SIL-10AF; detector de arranjo de diodos UV-visivel
modelo SPD-M10A; controlado pelo “software” Multi System, Class VP 6.12.

A identificacdo do AA nas amostras foi realizada por comparagao entre os
tempos de retencéo obtidos nas amostras com os obtidos para o padrao de AA,
analisados sob as mesmas condicdes, bem como por comparagcdo entre os
espectros de absorgdo, empregando-se o detector de arranjos de diodos.

A solucgao padrao estoque (1 mg/ml de AA) foi preparada em agua ultrapura
e solucbes de diversas concentragdes foram preparadas pela diluicdo da
solucdo estoque em solucdo extratora. Novas solugdes padrdo foram
preparadas diariamente. A concentracéo real das solugdes foi calculada a partir
da equacao:

C (ug/ml) = ABS X 10* / E'4.n, em que C é a concentracdo real, ABS é a
absorvancia maxima (lida a 245 nm), em solugdo tampéao fosfato, pH 2,0, e
E'1em € 0 coeficiente de absortividade molar (560) (Ball, 1994).

Para construgdo da curva padrdo empregada para quantificagdo do AA
utilizou-se a injecao de solugdes crescentes de uma solugdo padrdao a 50
ug/mL.

Para carotenos a analise baseou-se nas condigdes cromatograficas
desenvolvidas por Pinheiro-Sant’Ana, Stringheta, Branddo & Azeredo (1998),
com algumas modificagbes. Foram utilizados os mesmos equipamentos
descritos para vitamina C e coluna VP-ODS 150mm x 4,6mm, Shimadzu. A
fase movel foi composta por metanol, acetato de etila e acetonitrila (50:40:10);
fluxo: de 1,0 mL/minuto e detec¢do a 450 nm.

Para construgdo das curvas padrdao foi feita a injecdo de volumes
crescentes de solugbes padrdo de p-caroteno e de licopeno,
independentemente. A quantificacdo dos padrdes de carotenos é descrita no
item 2.5.2.
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A determinagao da faixa de linearidade foi feita pela inje¢do, em duplicata,
de volumes crescentes das solugdes padrao de AA, licopeno e p-caroteno, nas
mesmas condigdes cromatograficas usadas para analise das amostras.

O limite de detecgéo foi determinado como o pico cuja razao entre a area do
pico e o ruido da linha de base foi de 3 (Rodriguez-Amaya, 1999a).

2.5.2. Isolamento dos padrbes de B-caroteno e licopeno

Os padrdes de B-caroteno e licopeno foram isolados de extrato concentrado
de cenoura e tomate, respectivamente, por cromatografia de coluna aberta,
segundo Rodriguez-Amaya (1999a). Para separacédo de p-caroteno, cerca de
20 g de cenoura foram triturados com acetona e posteriormente transferidos
para éter de petréleo. Foi utilizada coluna cromatografica empacotada com
oxido de magnésio e celite (1:2) e fase movel composta por 2 % de éter etilico
em éter de petroéleo.

Para obtencdo do padrdo de licopeno cerca de 20 g de tomate foram
preparados conforme descrito anteriormente para p-caroteno. A coluna
cromatografica foi empacotada com oOxido de magnésio e celite (1:1) e o
recheio ativado por 4 horas a 110 °C. As fases modveis utilizadas continham
concentragdes crescentes de éter etilico e éter de petroleo (2 a 5 %) e
concentragdes crescentes de acetona em éter de petroleo (5 a 100 %). Para
retirada total do licopeno foi utilizada uma solugdo de 10 % de agua em
acetona.

Os parametros usados para confirmar a identificacdo dos padrdes foram:
ordem de eluigdo das fragdes na coluna, coloragdo dos pigmentos eluidos,
tempo de retengdo em CLAE e espectros de absorgéo caracteristicos. A pureza
das solucdes foi verificada por CLAE e a quantificagcdo foi realizada por
espectrofotometria, baseando-se na absorvancia maxima, segundo a lei de
Lambert-Beer. Os coeficientes de absortividade utilizados foram 2592 para -
caroteno e 3450 para licopeno. Os comprimentos de onda de maxima absorgcao
foram B-caroteno: 450 nm e licopeno: 469 nm, em éter de petroleo (Rodriguez-
Amaya, 1989).

2.6. Converséo e quantificagdo do acido desidroascorbico

A conversdo do DHA a AA foi realizada conforme metodologia previamente
otimizada (dados ainda nao publicados). Foi adicionado 1 mL de tampéao
Trizma 0,5 M (pH 9,0) contendo 40 mM de DTT a 1 mL do extrato do tomate. A
adicdo de tampao ao extrato elevou o pH para préximo a neutralidade. A
concentracao final de DTT durante a reac¢ao foi de 20 mM, uma vez que 40 mM
(6,17 mg) de DTT foram diluidos em 2 mL de liquido (1 mL de tampao e 1 mL
de amostra). A reagdo ocorreu em temperatura ambiente, ao abrigo da luz,
durante 10 minutos. Depois de transcorrido o tempo foram adicionados 0,5 mL
de acido sulfurico (H2SO4) 0,4 M para reduzir novamente o pH antes da injegao
cromatografica.

A quantificagdo do DHA foi realizada por diferenga do conteudo de AA total
(apds a conversao do DHA a AA) e do conteudo de AA (antes da conversao do
DHA).

2.7. Determinacgéo de sdlidos soluveis totais

Foram determinados os teores de sélidos soluveis totais empregando-se
refratbmetro digital (Hexis). A amostra de tomate foi esmagada manualmente e
cerca de duas gotas foram transferidas para o refratbmetro. Os resultados
foram expressos em graus Brix.
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2.8. Desenho experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em parcelas
subdivididas, com as duas condi¢des de armazenamento (temperatura de
refrigeragdo e temperatura ambiente) nas parcelas e o tempo de imersdo em
solugdo sanitizante (15, 45 e 75 minutos) nas sub-parcelas (etapa 1). O
experimento foi realizado com trés repeticdes na etapa 1 e cinco repeticdes na
etapa 2. Na etapa 2 as duas condi¢des de armazenamento (em temperatura de
refrigeragdo e ambiente) e os dois tipos de corte (meia fatia e cubos) foram
organizados em arranjo fatorial, nas parcelas, e o tempo de espera para
distribuicdo (0, 30 e 60 minutos) nas sub-parcelas.

A analise de varidncia e demais testes estatisticos foram realizados
utilizando procedimentos do SAS (Statistical Analysis System), licenciado para
a UFV, 2005 (SAS, 1994).

3. Resultados e discussao

3.1. Sdlidos soluveis

Os sdlidos soluveis totais, registrados na forma de graus Brix, estiveram
entre 4,11 e 5,29. A analise estatistica mostrou que a variagdo no teor de
sélidos soluveis dos tomates ndo foi significativa (P>0,05) entre as
temperaturas de armazenamento, tempos de sanitizacao, formas de fatiamento
e tempos de espera para distribuicdo utilizados.

Os valores registrados sdo comparaveis aos relatados em outros estudos
com diferentes cultivares de tomate (George, Kaur, Khurdiya & Kapoor, 2004;
Borguini, 2002; Toor, Savage & Lister, 2006). Vale lembrar que a concentragéo
de solidos soluveis tende a aumentar com o avango da maturagao do fruto,
especialmente em razdo da hidrdlise de polissacarideos e biossintese de
outros compostos (Borguini, 2002).

3.2. Caracteristicas das curvas-padrao, recuperacdo dos padrbées e separacdo
qualitativa.

As curvas padréao apresentaram boa linearidade na faixa de concentragdes
utilizada. Os coeficientes de correlagao foram 0,9994 para AA, 0,9959 para
licopeno e 0,9905 para p-caroteno.

A recuperagdao média de AA foi de 90 % (4 repeti¢des), licopeno 94 % (3
repeticdes) e B-caroteno 80% (4 repeticdes).

O limite de deteccdo encontrado foi de 50 pg/L para AA, 56 ug/L para
licopeno e 46 ug/L para 3-caroteno.

A Figura 1 apresenta a separagdo do AA em amostra de tomate usada
como controle e a separagdo do licopeno e do B-caroteno em amostra de
tomate fatiado.

3.3. Conteudo de AA, DHA, vitamina C total, licopeno e p-caroteno

Os conteudos médios de AA, DHA, vitamina C, licopeno € B-caroteno das
amostras de tomate, nas etapas 1 e 2, sdo apresentadas na Tabela 1 e 2. Os
conteudos de AA em tomate tipo Santa Cruz, variando entre 11,30 e 19,99
mg/100g, encontram-se préximos aos valores relatados por outros autores. Os
teores de licopeno variaram entre 2447,02 e 6444,98 ug/100g e os de B-
caroteno entre 101,88 e 166,90 ug/100g.
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Observa-se na Tabela 1 que, em média, entre 4 e 26 % do total de vitamina
C do tomate encontram-se na forma de DHA. Sdo poucos os trabalhos que
analisaram o conteudo total de vitamina C (AA e DHA) em tomates. Os
resultados encontrados estdo de acordo com o relatado por Wills, Wimalasiri &
Greenfield (1984) para tomates, em que o DHA representou 7 % da vitamina C
total (18,7 mg/100g de AA e 1,5 mg/100g de DHA). Em outro trabalho, o DHA
representou cerca de 22 % do conteudo total de vitamina C em tomate
(Vanderslice, Higgs, Hayes & Block, 1990).

Entretanto, Gokmen, Kahraman, Ddemir & Acar (2000), encontraram
porcentagens mais elevadas de DHA no tomate (cerca de 40 % do total de
vitamina C), também empregando DTT como agente redutor, mas em
metodologia diferente da utilizada no presente estudo. Ja Kall & Andersen
(1999) relataram uma porcentagem de 2 % de DHA em relagdo ao conteudo
total de vitamina C.

Ao comparar os resultados de composi¢cao quimica de tomates € necessario
levar em consideracdo a vasta diversidade de cultivares disponiveis.
Analisando quatro cultivares de tomate, Frenich Garrido, Hernandez Torres,
Belmonte Vega, Martinez Vidal & Plaza Bolafos (2005), encontraram ampla
variagdo do conteudo de vitamina C. Os valores foram 18,0 mg/100g em
tomate “Raf’, 15,7 mg/100g em tomate “Cereja”, 9,7 mg/100g em tomate
‘Rambo” e 12,6 mg/100g em tomate “Daniela”. Abushita, Daood & Biacs (2000)
também estudaram diferentes variedades de tomate, reportando valores entre
15,0 e 21,0 mg/100g. Em outro trabalho, realizado no Havai, o conteudo médio
de AA em tomates, de cultivar ndo especificado, foi de 10,0 mg/100g (Franke et
al., 2004). Em estudo realizado na cidade de Vigosa, MG, o tomate apresentou
conteudo de AA entre 14,7 e 24,6 mg/100g (Rodrigues, 2005).

Segundo o United States Department of Agriculture, o tomate cru contém
cerca de 12,7 mg/100g de AA, 2573,0 ug/100g de licopeno e 449,0 ug/100g de
B-caroteno (U.S.D.A, 2004). No Brasil, os cultivares “Carmem” e “Débora”
apresentaram teores médios de vitamina C de 21,9 e 28,9 mg/100g, de -
caroteno entre 185,5 e 227,8 ug/100g e de licopeno entre 2900,0 e 3500,0
ug/100g, respectivamente (Borguini, 2002).

Tomates para salada de diferentes variedades apresentaram conteudo de
licopeno entre 5182,0 e 8474,0 ug/100g e de B-caroteno entre 285,0 e 617,0
ug/100g (Abushita et al., 2000). Em estudo realizado no Brasil, em tomate
Santa Cruz o conteudo médio de licopeno foi de 3110,0 ug/100g e de pB-
caroteno foi de 510,0 pg/100g (Tavares e Rodriguez-Amaya, 1994). No
municipio de Vigcosa, tomates coletados em trés estacdes do ano apresentaram
em meédia 599,0 ug/100g de B-caroteno (Campos, Pinheiro-Sant’Ana, Souza,
Stringheta & Chaves, 2006).

A variagcdao do conteudo de carotendides em tomates esta intimamente
relacionada a variedade e ao grau de maturagdo, ja que sao esses 0S
principais pigmentos responsaveis pela alteracdo de cor durante o
amadurecimento (Lois, Rodriguez-Cencepcion, Gallego, Campos & Boronat,
2000).

De acordo com os resultados, neste estudo, uma porcao de 60 g de tomate,
ap6s armazenamento sob refrigeragdo, por 72 horas, sanitizagéo e fatiamento,
pode fornecer cerca de 9,13 mg de vitamina C, o que corresponde a 10% da
recomendagao de vitamina C para um homem adulto (90 mg), segundo
Institute of Medicine (IOM, USA) (2000). Utilizando o fator de conversao para f3-
caroteno recomendado pelo IOM (2001), em que 12 ug de p-caroteno
equivalem a 1 Equivalente de Atividade de Retinol (RAE), pode-se calcular o
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valor de vitamina A do tomate. Uma porcéo de 60 g de tomate analisado nesta
pesquisa fornece 8 ug de RAE.

3.4. Retencdo de vitamina C e carotendides e selecdo de praticas de
manipulagéo

As porcentagens de retengao de AA, vitamina C total, licopeno e p-caroteno
foram calculadas de acordo com a equacgao: 100 — [(conteudo inicial - conteudo
final) / conteudo inicial x 100], em que o conteudo inicial corresponde a amostra
controle e o conteudo final as amostras apds os tratamentos.

Segundo a Tabela 1 é possivel observar que houve diferengas no conteudo
de AA, DHA, vitamina C, licopeno e B-caroteno do tomate, de acordo com a
forma de armazenamento e sanitizacdo. Entretanto, ndo houve interagao
significativa entre a temperatura de armazenamento e o tempo de sanitizagédo
em nenhuma das variaveis em estudo (conteudo e retencdo de AA, DHA, Vit.
C, licopeno e B-caroteno). A temperatura de armazenamento por 24 horas € o
tempo de sanitizagdo ndo influenciaram significativamente os teores e as
retengdes de licopeno e -caroteno dos tomates (Tabela 1).

O conteudo de AA foi estatisticamente diferente entre os tempos de
sanitizacdo, elevando-se com o aumento do tempo de sanitizagao,
independentemente da temperatura de armazenamento, o que pode ser
atribuido a reducdo do DHA a AA, uma vez que o DHA apresentou
comportamento inverso ao do AA. Na Tabela 1 observa-se que o conteudo de
DHA reduziu-se com o aumento do tempo de sanitizagao, independentemente
da temperatura (a=0,05).

Em relacdo a retencao de AA, esta foi estatisticamente diferente entre os
tempos de sanitizagdo e maior em temperatura de refrigeragdo, como
apresentado na Tabela 1.

O armazenamento sob refrigeracdo beneficiou a retencdo de AA, uma vez
que a retencdo média foi de 89 % a temperatura de 10 °C e de 81 % a
temperatura ambiente (média de 24 °C).

Percebe-se pela Figura 2 que houve uma tendéncia de elevagdo do
conteudo e retencdo de AA com o aumento do tempo de sanitizagdo de 15
para 45 minutos e posterior estabilizacdo do conteudo, enquanto o conteudo de
DHA tendeu a reduzir-se. Estes resultados sdo inesperados, uma vez que o
aumento do tempo de exposicao a solucao clorada, de caracteristica oxidante,
possivelmente nao elevaria o conteudo de AA. Da mesma maneira, 0 maior
tempo de contato com a agua aumentaria as chances de perdas de AA por
lixiviagdo. No entanto, possivelmente a casca do tomate exerceu efeito
protetor, neste caso, em que permaneceu intacta durante o processo de
sanitizagao, evitando as perdas para a agua.

Na etapa 2 o tomate foi armazenado por um periodo mais longo (72 horas)
e a sanitizacao foi realizada por 15 minutos. Embora o teor de AA tenha
aumentado na sanitizacao realizada por 45 e 75 minutos, optou-se pelo tempo
de 15 minutos, uma vez que esse é considerado suficiente para a eliminagao
de microorganismos, sem consumo excessivo de tempo. Além disso, os
resultados encontrados nao justificariam aumentar o tempo de sanitizagao para
elevar o conteudo de AA, uma vez que nao sao conclusivos.

As Tabelas 2 e 3 apresentam os resultados encontrados na etapa 2. Nao
houve interagdo significativa entre a temperatura de armazenamento (Tabela
2), o tipo de corte e o tempo de exposicdo em nenhuma das variaveis em
estudo (Tabela 3). A temperatura de armazenamento, o tipo de corte e o tempo
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de exposi¢cédo nao interferiram no conteudo e retengédo de AA, vitamina C e -
caroteno.

A retencdo de DHA foi maior a temperatura ambiente, independentemente
do corte e tempo de exposi¢cdo do tomate apds o fatiamento, como pode ser
observado na Figura 3. De maneira semelhante, o conteudo e retengcdo de
licopeno foram menores a temperatura de refrigeragédo, independentemente do
fatiamento e do tempo de exposicéao.

A Figura 4 apresenta as relagbes entre os conteudos de AA, DHA e
vitamina C total na fase 1 e 2. Observa-se que o AA é a forma principal da
vitamina C no tomate, havendo um decréscimo no seu conteudo apds 15
minutos de sanitizagdo e posterior incremento com a elevagdo do tempo de
sanitizacdo. Na fase 2, observa-se que em temperatura de refrigeragcdo a
porcentagem de vitamina C total na forma de AA foi maior do que em
temperatura ambiente. O aumento do teor de DHA nas amostras de tomate
armazenadas em temperatura ambiente por 72 horas, possivelmente se deve a
maior oxidagcdo do AA em temperaturas elevadas com formacao de DHA.
Embora nao significativa, houve menor retencdo de AA no tomate que
permaneceu a temperatura ambiente.

Em tomates ocorre aumento do conteudo de carotendides, especialmente
de licopeno, durante o processo de amadurecimento (Rodriguez-Amaya, 1997).
A carotenogénese € maior em temperaturas mais elevadas (Rodriguez-Amaya,
1999b); isso explicaria o menor conteudo de licopeno nos tomates
armazenados em temperatura de refrigeragdo. Em um estudo conduzido por
Abushita, Hebshi, Daood & Biacs (1997) em tomates, a concentragdo de -
caroteno aumentou proporcionalmente ao avanco do processo de
amadurecimento, e em concordancia com a acumulagdo de pigmento
vermelho.

O armazenamento sob refrigeracdo melhorou a retencdo de AA, sendo,
portanto, recomendado. No entanto, o tomate submetido a refrigeragdo deve
estar maduro, para que a carotenogénese, que progride durante o
armazenamento, nao seja comprometida. O aumento do tempo de
armazenamento n&o reduziu a retengédo de vitamina C, B-caroteno e licopeno
em ambas as temperaturas. Apds 24 horas de armazenamento a retencao
meédia (nas duas temperaturas) foi de 78 % para vitamina C, 74 % para B-
caroteno e 53 % para licopeno, enquanto que apos 72 horas a retencgao foi de
94 % para vitamina C, 79 % para B-caroteno e 78 % para licopeno.

Apesar das medidas tomadas para padronizar o grau de maturagdo dos
tomates utilizados, podem ter havido diferencas. O processo de
amadurecimento continuou durante o tempo de armazenamento e as perdas
podem ter sido mascaradas pela sintese, especialmente de licopeno.

Visando simular o que ocorre no processamento doméstico e em
restaurantes, os tomates foram fatiados e permaneceram expostos a
temperatura ambiente por até 60 minutos. Contudo, tanto o tipo de corte quanto
o tempo de exposicao nao tiveram influéncia sobre os compostos estudados.
Sahlin, Savage & Lister (2004) estudaram tomates crus fatiados, marinados em
azeite e vinagre por 20 minutos, e relataram retengcéo de AA da ordem de 48 %
e de cerca de 60 % de licopeno. E possivel que no presente trabalho a néo
adicdo de temperos, como azeite e vinagre, tenha resultado em menores
perdas, apesar da exposigao a luz, temperatura ambiente e oxigénio.

Em estudo que comparou as perdas de AA em tomate apds cada etapa do
processamento em restaurante comercial e institucional, a retencéo final foi de
cerca de 50 % (Moraes, Cota, Pinheiro-Sant’Ana, Campos & Rodrigues, 2005),
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bem abaixo das retengdes observadas no presente estudo (cerca de 85 %). Em
ambos os restaurantes a maior porcentagem de perda ocorreu durante o
armazenamento. No restaurante comercial, em que o armazenamento foi feito
por 3 a 4 dias a 20-27 °C, a retencédo foi de 82 %, enquanto no restaurante
comercial, em que os tomates foram armazenados por 7 dias a 8-10 °C, a
retencao foi de 75 %, demonstrando que o tempo de armazenamento teve
maior influéncia do que a temperatura. Na atual pesquisa nao foi encontrada
diferenga estatisticamente significativa no valor de AA entre o armazenamento
a temperatura ambiente e de refrigeracéo por 3 dias. E admissivel que se o
tempo de armazenamento fosse maior, diferencas entre os tratamentos teriam
sido observadas.

Ainda segundo Moraes et al. (2005), houve perdas importantes de AA
durante o periodo entre o final do preparo e o consumo. No restaurante
institucional, o tomate em rodelas permaneceu por 2 horas a 5-8 °C e no
restaurante comercial permaneceu por 3 horas a 20-27 °C. No presente estudo,
embora o tomate tenha permanecido a temperatura ambiente apds o
fatiamento, o tempo maximo de exposi¢ao foi de 1 hora, o que potencialmente
resultou em retencbes maiores.

Em outro estudo, também em restaurantes institucional e comercial, a
adocao de medidas de controle favoreceu a retencdo de AA em tomate servido
em restaurante comercial; a retencdo passou de 69 % para 88 % apds a
adocgao do controle. Entre as medidas adotadas constaram o armazenamento a
15 °C, substituindo o armazenamento em temperatura ambiente, e o controle
da temperatura (15 °C) e do tempo entre o fatiamento e o consumo para
maximo de 60 minutos, em substituicdo a exposicdo a temperatura ambiente
por até 3 horas (Rodrigues, 2005).

A vitamina C e os carotendides foram escolhidos para este estudo porque
apresentam natureza diferente, o que permite prever perdas associadas aos
compostos hidro e lipossoluveis. Visto os resultados encontrados, ainda nao foi
possivel determinar quais praticas de manipulacdo seriam mais indicadas para
o fatiamento e a distribuicdo de tomate para consumo, uma vez que nao houve
diferenga entre os cortes e os tempos de exposicdo empregados. Apesar disso,
sabe-se que o aumento do tempo e da superficie de exposicdo ao oxigénio e a
luz podem elevar as perdas de nutrientes em alimentos. Desta forma,
recomenda-se principalmente reduzir o tempo entre o preparo € o consumo.
Quanto ao armazenamento, € possivel afirmar que a melhor medida é
conservar os tomates maduros sob refrigeracdo, e manter como critério a
temperatura em torno de 10 °C. Esta € uma temperatura razoavelmente comum
tanto em refrigeradores de pequeno quanto de grande porte, diferentemente de
temperaturas de refrigeracdo muito baixas, dificeis de serem atingidas em
paises tropicais sem que haja um controle rigoroso do equipamento, o que nem
sempre € rotina em restaurantes.

Mesmo nas condigdes selecionadas, ocorreram perdas de nutrientes no
tomate. Na primeira etapa do experimento, a retencao de vitamina C, licopeno
e p-caroteno, apds o armazenamento refrigerado e sanitizagdo por 15 minutos,
foi de cerca de 78, 53 e 74 %, respectivamente. J& na segunda etapa, o
armazenamento refrigerado, sanitizagdo por 15 minutos, corte em cubos ou
fatias, e 60 minutos de exposicao antes do consumo, resultaram em retencdes
meédias de 86 % de vitamina C, 81 % de licopeno e 83 % de p-caroteno. Apesar
de muitos pesquisadores afirmarem que as perdas de vitaminas hidrossoluveis
sdo, em geral, superiores as perdas relacionadas a compostos lipossoluveis
(Combs, 1998), creditando maior estabilidade aos carotendides, o inverso foi
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observado neste trabalho. Isto demonstra a influéncia da matriz alimentar que
esta sendo estudada. O pH &acido natural do tomate, em torno de 4,0, mantém
o AA relativamente estavel (Lee & Kader, 2000), o que provavelmente
contribuiu para melhor retengao.

4. Conclusodes

O tomate nédo se apresentou como fonte importante de p-caroteno e
consequentemente tem baixo valor de vitamina A, mas confirmou-se como uma
importante fonte de vitamina C e licopeno da dieta, sobretudo por ser
amplamente consumido em diversas refei¢ées, sendo bem aceito inclusive por
criangas. Além disso, o tomate €, em geral, encontrado a pregos acessiveis a
boa parte da populagéo no Brasil e € produzido ao longo de todo o ano.

O armazenamento e preparo do tomate tendem a reduzir seu valor
nutricional. O armazenamento sob refrigeracdo mostrou-se o mais indicado.
Apesar disso, é conveniente que os tomates sejam assim armazenados depois
de maduros.

Segundo este estudo, a sanitizagdo em solugéo clorada por 15 minutos néo
foi a que melhor reteve o AA, mas sua recomendacéo deve-se ao fato de ser
esse tempo considerado suficiente para sanitizacdo do vegetal.

O tipo de corte e tempo de exposicdo apds o preparo nao interferiram no
valor nutricional do tomate, neste trabalho, o que nao significa que nao tenham
ocorrido perdas, mas que estas foram semelhantes entre os tratamentos
utilizados. Apesar disso, recomenda-se que o consumo seja realizado o mais
préximo possivel da finalizacdo do preparo, para minimizar a exposi¢ao do
alimento.

Assim como os demais perigos que comprometem a qualidade dos
alimentos, a perda do valor nutricional esta relacionada a saude dos
consumidores € ndo € menos importante do que as demais, embora suas
consequéncias s6 sejam percebidas em médio e longo prazo. Por isso, é
importante quantificar perdas e estabelecer boas praticas de manipulagdo que
preservem o valor nutricional dos alimentos.
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Tabela 1. Conteudo, retencao e analise de variancia de acido ascorbico (AA), acido desidroascérbico (DHA), vitamina C total, licopeno e
B-caroteno em tomate, apos 24 horas de armazenamento e sanitizag&o.?

Temperatura Ambiente Refrigerada Fonte de Variaggo d
Tempo Sanitizagdo Controle® 15 min 45 min 75 min 15 min 45 min 75 min TA Erroa® TS Errob®
AA 19,99 +3,95 14,69 +4,58 16,96 +2,21 17,16 +3,93 16,45 +4,03 18,31 +4,22 18,59 +2,66 NS 37,79 P<0,05 1,71
(mg/100g)
Retengao AA 72,43 +8,37 85,56 +5,41 85,60 +4,76 82,00 +6,64 91,25 +5,26 93,67 +5,03  P<0,01 5,19 P<0,05 52,19
%)’
DHA 1,25 +1,17 1,94 +0,38 2,35 +0,63 1,52 +1,22 2,65 +1,29 1,96 +1,46 0,76 +0,38 NS 2,39 P<0,05 0,54
(mg/100g) ¢
Vitamina C 2513+6,67  16,63+4,35  19,31+158 18694330  19,11+279  2009+275  19,34+213 NS 21,44 NS 2,32
(mg/100g)
Retengéo 68,15 +19,60 80,20 +19,26 78,48 +25,06 79,51 +21,53 82,41 +15,85 80,93 +22,76 NS 1210,38 NS 48,94
Vitamina C (%)"
Licopeno 6444,98 3306,92 3492,78 3619,18 3920,97 2825,50 3706,16 NS 11700073,56 NS 1141460,19
(ng/100g) +2920,72 +1876,31 +1752,02 +1378,33 +1618,34 +1762,40 +1809,41
Retengéo 49,95 +11,67 54,46 +19,52 60,65 +3,90 53,35 +9,62 42,35 +15,97 59,25 +28,57 NS 1237,29 NS 1807,26
Licopeno (%)f
B-caroteno 155,14 48,57 101,88 +41,13 113,11 +18,34 122,61 46,19 113,64 +25,60 116,13 +31,81 117,91 +25,50 NS 1229,76 NS 3850,03
(ug/100g)
Retencéo p-caroteno 66,27 +29,04 73,46 +15,42 79,32 +8,13 73,64 +19,93 74,91 +21,02 76,75 +40,11 NS 790,84 NS 1618,66
(%)’

? Média de 3 repeticdes + desvio-padrdo. ° Temperatura de armazenamento: ambiente (24 °C), refrigeragéo (10 °C). ° Controle: ndo sofreu armazenamento e
sanitizagao.  Probabilidade: NS: nao significativo; P<0,05: significativo com a= 5%; P<0,01: significativo com a=1% pela analise de variancia. TA = temperatura de
armazenamento. TS = tempo de sanitizagdo. ° Quadrado médio. f Retengdo = 100 — [(controle — tratamento) / controle x 100]. ¢ DHA = Vitamina C total (apds
reducdo do DHA pelo DTT) — AA (conteudo de AA antes da redugédo do DHA pelo DTT).
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Tabela 2. Conteudo e retencdo de acido ascorbico (AA), desidroascorbico
(DHA), vitamina C, licopeno e B-caroteno em tomate preparado apds 72 horas
de armazenamento.

Temperatura ambiente ©  Temperatura refrigeragéo °

AA (mg/100g) 12,06 +3,59 a 11,80 +1,65a
Retengao AA (%)° 82,07 +22,06 a 87,00 +7,52 a
DHA (mg/100g) ® 3,65 +3,68 a 2,95 +0,84 a
Vitamina C (mg/100g) 15,71 +3,61 a 14,75 +1,98 a
Retengéo Vitamina C (%)d 98,54 +19,94 a 88,83 +8,74 a
Licopeno (u1g/100g) 3559,12 +70,82 a 2447,02 +60,65 b
Retengao Licopeno (%)d 82,30 +9,93 a 74,58 +14,68 b
B-Caroteno (nug/100g) 166,90 +22,51 a 153,52 424,81 a
Retengao p-Caroteno (%)” 76,35 +13,68 a 82,15 +12,23 a

? Média de 30 observacdes + desvio-padrdo. ° Amostras armazenadas por 72 horas,
sanitizadas por 15 minutos, cortadas em cubos ou fatias e expostas a temperatura ambiente
por 0, 30 ou 60 minutos. ¢ Temperatura de armazenamento: ambiente (24 °C), refrigeragéo (10
°C). Anadlise de varidncia: médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo s&o
estatisticamente diferentes (P>0,05). ¢ Retencdo = 100 — [(controle — tratamento) / controle x
100]. ® DHA = Vitamina C total (apds redugdo do DHA pelo DTT) — AA (contetdo de AA antes
da redugdo do DHA pelo DTT).
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Tabela 3. Conteudo, retencao e analise de variancia de acido ascorbico (AA), acido desidroascérbico (DHA), vitamina C total, licopeno e
B-caroteno em tomate fatiado apds diferentes tempos de exposigdo a temperatura ambiente apds o preparo.®

Tipo de Fatias Cubos Fonte de variagao '
fatiamento®
Controle® 0 minutos® 30 minutos 60 minutos 0 minutos® 30 minutos 60 minutos TA TC  Erroa? TE Ermob?
AA 14,20 +2,23 11,67 +3,51 12,28 +1,97 12,62 +1,81 11,30 +3,31 11,40 +3,44 12,30 +1,66 NS NS 16,08 NS 4,99
(mg/100g)
Retengdo de AA 82,74 +18,67 86,60 16,61 89,05 +4,17 80,45 +20,53 81,14 +20,82 87,25 +9,84 NS NS 459,60 NS 212,96
(%)"
DHA 2,58 +0,87 4,03 +3,27 2,85 +0,75 2,77 +1,11 3,00 +1,00 4,52 +3,87 2,64 +1,33 NS NS 10,30 NS 5,92
(mg/100g)"
Vitamina C 16,26 +1,36 15,70 +2,62 15,14 +2,36 15,39 +2,63 14,30 +3,90 15,92 +3,15 14,94 +2,59 NS NS 15,56 NS 6,51
(mg/100g)
Retengéo 96,50 +12,05 93,03 +10,41 94,46 +11,07 88,53 +22,55 97,74 +14,97 91,84 +11,98 NS NS 344,53 NS 223,68
Vitamina C (%)"
Licopeno 3800,09 3044,85 2918,02 3196,72 2883,68 2766,86 3208,29 P<0,001 NS 1033338,11 NS  220376,87
(13/100g) +796.38 +723.51 +877.78 +735.74 +237.24 +607.21 +783.29
Retengao 79,04 +11,79 75,29 +13,90 83,53 +12,68 76,56 +10,22 72,37 +12,27 83,85 +13,75 P<0,05 NS 164,32 NS 168,00

Licopeno (%)h

B-Caroteno 206,04 +38,08 160,10 +20,31 153,77 +25,64 165,43 +24,27 167,14 +30,70 160,96 +26,28 153,87 +20,29 NS NS 1288,45 NS 294,24
(ng/100g)

Retengéo 78,94 +10,40 76,21 +16,04 82,09 +14,54 81,94 +12,86 79,58 +12,34 76,75 +15,60 NS NS 449,09 NS 64,12

B-Caroteno (%)h

2 Média de 10 observacdes + desvio-padrédo. ° Amostras armazenadas por 72 horas, sanitizadas por 15 minutos, cortadas em cubos ou fatias e expostas a temperatura ambiente por 0, 30 ou 60 minutos. °
Fatias de 1cm de espessura e cubos de 3 cm. dTempo de exposigéo a temperatura ambiente (24 °C). ® Controle: ndo sofreu armazenamento, sanitizagéo e fatiamento. "Probabilidade: NS: nao significativo;
P<0,05: significativo com o= 5%; P<0,01: significativo com a=1% pela andlise de variancia. TA = temperatura de armazenamento. TC = tipo de corte. TE = tempo de exposi¢do. ¢ Quadrado médio. h
Retengdo = 100 — [(controle — tratamento) / controle x 100]. ' DHA = Vitamina C total (apos redugdo do DHA pelo DTT) — AA (conteido de AA antes da redugdo do DHA pelo DTT.



4.4. Artigo 4

Praticas de manipulacao para controle de
perdas de vitamina C e carotendides em

couve
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Resumo

O conhecimento a respeito das alteragcbes no conteudo de nutrientes em
hortalicas apds a colheita e durante o preparo ainda é limitado apesar dos estudos
realizados. O objetivo deste estudo foi selecionar praticas de manipulagdo para
controle de perdas de vitamina C (acido ascoérbico e desidroascoérbico) e f-
caroteno em couve durante o armazenamento, sanitizacdo, fatiamento e
distribuigdo para consumo. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi o
meétodo de analise empregado. A retengao de p-caroteno foi maior a 10 °C do que
a 23 °C apos 24 horas de armazenamento. A sanitizagao por tempo superior a 15
minutos influenciou negativamente a retencao de acido ascorbico nas amostras
armazenadas sob refrigeragdo. O aumento do tempo de espera entre a cocgao e o
consumo da couve refogada elevou as perdas de acido ascérbico tanto na couve
fatiada em tiras quanto na couve rasgada. O armazenamento sob refrigeragao, o
controle do tempo de sanitizacdo e do tempo entre o preparo € o consumo sao,
portanto recomendados.

Palavras —chave: acido ascorbico, acido desidroascorbico, [B-caroteno, couve
refogada.
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1. Introducao

Vitaminas e pro-vitaminas que atuam como antioxidantes no organismo
humano tém sido intensamente estudadas, principalmente quanto ao potencial
benéfico na prevencdo e tratamento de doencgas cardiovasculares e cancer
(Tapiero et al., 2004; Kurl et al., 2002; Khaw et al., 2001). Entre essas estédo a
vitamina C e o B-caroteno. Ressalta-se, entretanto, que alguns estudos sugerem
um efeito positivo do consumo de alimentos fontes destes antioxidantes e n&o de
suplementos nutricionais (Liu, 2003; Lampe, 1999). Dessa forma, destaca-se a
importancia da determinacdo destes nutrientes em alimentos crus e apos o
preparo.

A principal forma biologicamente ativa da vitamina C €& o acido L-ascorbico

(AA), podendo ser reversivelmente oxidada a acido desidroascorbico (DHA), que
também apresenta atividade vitaminica (Lee & Kader, 2000).
Além da atividade antioxidante, o B-caroteno, presente em alimentos de origem
vegetal, apresenta outra fungdo importante que € a sua conversdo em vitamina A,
esta exclusivamente encontrada em alimentos de origem animal. A vitamina A
participa dos processos de crescimento, diferenciagao de tecidos, manutencéo do
tecido epitelial e da visdo (Mahan & Escott-Stump, 2005). O Brasil encontra-se
entre os paises onde a hipovitaminose A ainda € um problema de saude publica
(Ramalho et al., 2002; Souza & Vilas Boas, 2002), sendo importante o estimulo ao
consumo de hortalicas de custo acessivel e fontes de provitamina A, como a
couve.

As hortalicas, especialmente folhosas verdes, sdo fontes importantes de

vitamina C e B-caroteno (Rodrigues, 2005; Franke et al., 2004; Moreira et al.,
2005; Godoy e Rodriguez-Amaya, 1998). Entretanto, estes compostos instaveis
podem ser perdidos durante o armazenamento e preparo das hortalicas. Conforme
salientam Rodrigues e Pinheiro-Sant’/Ana (2003), nas estagbes mais quentes do
ano o armazenamento em temperatura ambiente pode ser prejudicial para o valor
nutricional de alimentos, especialmente em paises de clima tropical.
Segundo Rios e Penteado (2003), o AA é muito susceptivel a oxidagao quimica e
enzimatica que ocorrem durante o processamento, cozimento e armazenamento
dos alimentos. De maneira semelhante, o -caroteno pode oxidar-se na presenga
de luz, calor e metais (Rodriguez-Amaya, 1997), condi¢gdes comuns durante o
processamento.

Poucos sao os estudos a respeito da influéncia das etapas de pré-preparo na
retengdo de vitaminas em hortalicas. A higienizagdo de vegetais em agua corrente
pode resultar em perdas, e estas sdo aumentadas se o0s vegetais sdo deixados de
molho por periodos longos. O descascamento, a retirada de folhas externas e o
fatiamento de vegetais s&o responsaveis pela remocédo de vitaminas associadas
aos tecidos superficiais e pela exposi¢cao das vitaminas localizadas nos tecidos
internos a fatores relacionados com as perdas (Combs, 1998).

Os estudos para desenvolvimento de medidas de controle de perdas de
vitaminas em alimentos ganharam notoriedade com o interesse dos pesquisadores
na relagao entre alimentos e saude. A aplicacao dessas medidas de controle n&o
permite eliminar a perda de vitaminas em alimentos, mas € uma ferramenta que
permite manter sob controle essa perda. Assim, é possivel padronizar condigdes
de preparo por meio da utilizagao de boas praticas de manipulagao para minimizar

71



os fatores que predispdéem a perda de vitaminas e que estdo relacionados ao
processamento dos alimentos para consumo. Conhecendo a extensao das perdas
€ possivel planejar cardapios que se complementem de forma a atingir a ingestao
diaria recomendada de vitaminas.

A couve destaca-se entre as hortalicas folhosas ricas em vitamina C e
carotendides em virtude da facilidade de produgdo praticamente o ano todo
(Kawashima & Valente Soares, 2003) e consumo em grande parte do territorio
brasileiro. Especialmente no Estado de Minas Gerais, boa parte da couve é
consumida refogada, uma forma de preparo rapida, mas que emprega
temperatura alta.

O objetivo deste estudo foi analisar o conteudo de vitamina C e 3-caroteno em
couve fresca e preparada e testar, em laboratério, diferentes condi¢ées de uso
habitual, durante armazenamento, higienizagao, fatiamento, coc¢éo e distribuicdo
de couve, visando a selecdo daquelas que resultariam em maior retencdo de
vitamina C e carotendides.

2. Material e métodos

2.1. Delineamento experimental e analise estatistica

O estudo foi dividido em 2 etapas. Na etapa 1 foram testados os efeitos das
condicbes de armazenamento, em ambiente refrigerado (refrigerador doméstico,
temperatura média de 10 °C) e em temperatura ambiente (média de 23 °C) e o
tempo de imersao de 15, 45 e 75 minutos em solugdo sanitizante. Na etapa 2
foram testados os efeitos das condicbes de armazenamento, em ambiente
refrigerado e em temperatura ambiente, o tipo de corte da hortalica (em tiras e
rasgada) para preparo (cocg¢ao) e o tempo de espera entre o término do preparo e
a distribuigao (0, 30 e 60 minutos).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em parcelas
subdivididas, com as duas condi¢cbes de armazenamento nas parcelas e o tempo
de imersao nas sub-parcelas (etapa 1) e as duas condi¢des de armazenamento e
os dois tipos de corte, em arranjo fatorial, nas parcelas e o tempo de espera nas
sub-parcelas (etapa 2). Foram realizadas 3 repeticdes na etapa 1 e 5 repeti¢cdes
na etapa 2.

Para verificar a existéncia de diferengas significativas entre os tratamentos, foi
empregada a analise de variancia (o = 0,05). As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando procedimentos do Statistical Analysis System (SAS),
licenciado para a UFV, 2005 (SAS, 1994).

2.2. Preparagdo das amostras

A couve (Brassica oleracea var. acephala) cultivar Manteiga, foi adquirida de
um produtor local da cidade de Vigcosa, MG, Brasil. As folhas de couve, de
tamanho padrdo comercial, foram colhidas no fim do dia anterior as analises e
permaneceram até a manha seguinte (cerca de 12 horas) armazenadas em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A couve foi transportada até o
Laboratério de Analise de Vitaminas da Universidade Federal de Vigosa,
embalada em sacos plasticos e em temperatura ambiente. Na etapa 1, dois a trés
molhos de couve foram embalados em sacos plasticos e armazenados nas
condigdes de armazenamento descritas. Apds 24 horas estas amostras foram
lavadas em agua corrente e secas com papel toalha. Os molhos foram divididos
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em trés partes e sanitizados em solugcédo contendo 200 ppm de cloro ativo por 15,
45 e 75 minutos. Em seguida as folhas foram enxaguadas em agua corrente e
secas com papel toalha. Um processador de vegetais tipo doméstico foi utilizado
para homogeneizar as amostras. As analises de vitamina C e B-caroteno foram
realizadas antes e apoés os tratamentos.

Na etapa 2, dois a trés molhos de couve foram embalados e armazenados por
24 horas. Depois de transcorrido este periodo as amostras foram lavadas em agua
corrente, secas com papel toalha, sanitizadas em solu¢cado contendo 200 ppm de
cloro ativo por 15 minutos, enxaguadas em agua corrente, secas em papel toalha
e fatiadas manualmente. Cada folha de couve foi cortada ao meio
longitudinalmente, sendo uma das metades fatiada em tiras com cerca com 0,3 cm
de largura e a outra metade rasgada. Em seguida as amostras fatiadas foram
refogadas em o6leo sem adi¢cédo de tempero, por 3 minutos. Foram empregados 14
mL de 6leo de soja para cada 100 g de couve e uma pequena por¢ao de agua foi
adicionada durante o processo, apenas para evitar que as folhas se queimassem.
As amostras de couve refogada foram acondicionados em vasilhames de
polietileno e permaneceram expostas em temperatura ambiente por 0, 30 e 60
minutos.

2.3. Reagentes e outros materiais

Foi utilizada agua ultrapura produzida em sistema Milli-Q® (Millipore, USA);
reagentes grau HPLC: metanol e acetonitrila (Tedia, USA), acetato de etila
(Mallinckrodt, USA), ditiotreitol (DTT) (Sigma Aldrich, Alemanha) e acido acético
(Vetec, Brasil). Os demais reagentes eram de grau de pureza para analise.

O padréao de acido L-ascorbico foi adquirido da Vetec (Brasil) e o padr&o de (-
caroteno foi isolado de cenoura por cromatografia de coluna aberta.

A filtracdo das amostras foi realizada em papel de filtro (Quanty, Brasil) e antes
da injecdo as amostras e solugbdes padrao foram filtradas em unidades filtrantes
HV Millex, em polietileno, 0,45 um de porosidade (Millipore, Brasil).

2.4. Isolamento do padréo de S-caroteno e calculo do valor de vitamina A

O procedimento para isolar o padrdo de B-caroteno foi realizado conforme
metodologia descrita por Rodriguez-Amaya (1999), que consiste em isolar o
padrao de um extrato concentrado de cenoura por cromatografia de coluna aberta.
Cerca de 20 g de cenoura foram triturados com acetona e posteriormente
transferidos para éter de petrdleo e separados em coluna cromatografica
empacotada com éxido de magnésio: celite (1:2). A fase mével empregada foi 2%
de éter etilico em éter de petrdleo. A pureza da solugao foi verificada pela CLAE.
Os parametros usados para confirmar a identidade do padrdo foram: ordem de
eluicdo na coluna, coloragdo do pigmento eluido, tempo de retencdo em CLAE e
espectro de absorcdo caracteristico. A quantificacdo foi realizada por
espectrofotometria, utilizando o coeficiente de absortividade de 2592 e
comprimento de onda de maxima absorc¢ao a 450 nm (Rodriguez-Amaya, 1989).
O calculo do valor de vitamina A foi feito segundo as recomendacgdes do Institute
of Medicine (IOM, 2001), em que o Equivalente de Retinol (RE) foi substituido pelo
Equivalente de Atividade de Retinol (RAE). Define-se que 1 RAE equivale a 1 ug
de retinol ou 12 pg p-caroteno.
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2.5. Extrag&o de vitamina C e f-caroteno

Para extracdo da vitamina C cerca de 3 g de amostra foram trituradas em
microtriturador por 5 minutos com 15 mL de solugao extratora composta por acido
metafosférico (AMP) 3%, acido acético 8%, acido sulfurico (H.SO4) 0,3 N e EDTA
1 mM, conforme metodologia otimizada em neste laboratério (dados ainda nao
publicados). Em seguida a amostra foi filtrada a vacuo, em papel de filtro. O
filtrado foi diluido com agua até volume de 25 mL e centrifugado por 15 minutos a
0,402 xg (4000 rpm). O sobrenadante foi armazenado a 5 °C até a analise
cromatografica. Salienta-se que as analises por CLAE foram realizadas no mesmo
dia da extragao.

A extracdo de B-caroteno foi realizada segundo a metodologia descrita por
Rodriguez et al. (1976), com algumas modificagées. Para a couve crua cerca de
3g de amostra foram utilizadas para extragao do -caroteno, por meio da trituragao
com cerca de 70 mL de acetona resfriada. Depois de trituradas na presenca de
acetona, as amostras foram colocadas em banho ultrassénico por 20 minutos,
conforme proposto por de Sa & Rodriguez-Amaya (2004). O objetivo foi melhorar a
eficiéncia de extragdo. O extrato assim obtido foi transferido para 50 mL de éter de
petréleo e concentrado em evaporador rotativo, na faixa de temperatura entre 35 e
37 °C. Em seguida, os carotendides foram dissolvidos novamente em 25 mL de
éter de petroleo. Os pigmentos foram armazenados em frascos de vidro ambar,
em congelador a -5 °C, até a analise dos carotendides (cerca de 24 horas).

Para extracao de B-caroteno da couve refogada cerca de 3 g de amostra foram
trituradas com 70 mL de acetona resfriada e, em seguida, o extrato permaneceu
por 2 horas em congelador, para solidificagao do 6leo (de Sa e Rodriguez-Amaya,
2004). Apos este periodo o extrato foi filtrado rapidamente, utilizando funil de vidro
previamente resfriado, transferido para o éter de petrdleo, concentrado,
redissolvido e armazenado conforme descri¢cio feita para as amostras cruas.

Destaca-se que em todas as analises as amostras foram mantidas sob
protecdo da luz solar e artificial durante todo o processo, pela utilizagdo de
vidrarias ambar, papel aluminio e cortinas do tipo “blackout”.

2.6. Condigbes cromatograficas

Foi empregado sistema de cromatografia liquida de alfa eficiéncia, Shimadzu,

munido de bomba de alta pressao, modelo LC-10AT VP; injetor automatico com
“loop” de 50ul, modelo SIL-10AF; detector de arranjo de diodos UV-visivel modelo
SPD-M10A; controlado pelo “software” Multi System, Class VP 6.12.
A analise de vitamina C foi realizada conforme proposto por Franke et al (2004),
com algumas alteragdes. Utilizou-se uma coluna Lichospher 100 RP18, 250 mm x
4 mm, 5 um (Merck, Alemanha), fase mével composta por 1 mM fosfato de sddio
monobasico (NaH,PO4) e 1 mM EDTA, pH ajustado para 3.0 com acido fosforico
(H3PO4), em eluicdo isocratica, a um fluxo de 1 ml/min. A deteccgao foi realizada a
245 nm.

As condigbes cromatograficas desenvolvidas por Pinheiro-Sant'/Ana et al.
(1998), com algumas modificagbes, foram empregadas para analise do B-
caroteno. Foram utilizados os mesmos equipamentos descritos para vitamina C e
coluna VP-ODS 150 x 4,6 mm, Shimadzu, fase movel composta por metanol,
acetato de etila, acetonitrila (50:40:10), a um fluxo de 1,0 mL/minuto. A deteccgao
foi feita a 450 nm.
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A identificacdo do AA e B-caroteno nas amostras foi feita pela combinagéo das
informagbes obtidas utilizando o detector de arranjos de diodo (espectros de
absorgdo, comprimento de onda de maxima absor¢do), o comportamento
cromatografico e a co-cromatografia com padrdes.

Solucbes padrao de AA foram preparadas diariamente e a concentracao real
destas solugdes foi calculada segundo a lei de Lambert-Beer, baseando-se na
absorvancia maxima determinada por espectrofotometria e coeficiente de
absortividade molar. Para AA o coeficiente utilizado foi de 560, em solugdo tampao
fosfato 0,1 M, pH 2,0 (Ball, 1994). Para constru¢do da curva padrao empregada
para quantificacdo do AA utilizou-se injecdo de volumes crescentes de solugao
padréo a 50 pg/mL.

A quantificacao do padrao de B-caroteno foi realizada conforme ja descrito no
item 2.4. A curva padrao foi construida pela injecao de volumes crescentes (5 a 50
uL) de uma solugéo padréao de B-caroteno (1,3 pg/ml).

A faixa de linearidade foi testada pela inje¢do, em duplicata, de volumes
crescentes (5 a 50 yL) das solugdes padrédo de AA e B-caroteno, nas condigdes
cromatograficas ja mencionadas. O limite de detecgdo foi definido como a
concentragao minima capaz de gerar uma resposta do detector 3 vezes maior que
o ruido da linha de base (Rodriguez-Amaya, 1999).

O teste de recuperagao dos padrdes foi feito pela adicao de 1,0 mg de AA e 20
ug de B-caroteno as amostras, separadamente. As porcentagens de recuperacao
foram obtidas a partir das diferencas percentuais entre os teores analisados e os
adicionados.

2.7. Reducgéo e quantificagdo do acido desidroascorbico

A quantificacdo do DHA foi realizada subtraindo o conteudo de AA inicial (antes
da conversao do DHA) do conteudo de AA total (apds a conversao do DHA a AA).
A 1 mL do extrato de couve crua foi adicionado 1 mL de tampao Trizma 0,5 M (pH
9,0) contendo 40 mM de DTT, para obter um pH proximo a 5,5. Apés 10 minutos,
o processo foi interrompido com a adi¢cao de 0,5 mL de H,SO4 0,4 M, obtendo um
pH final préximo a 2.

Para as amostras de couve refogada 1,5 mL de tampao Trizma contendo 40
mM de DTT foi adicionado a 1 mL do extrato. Para reduzir novamente o pH antes
da injecao foi necessario adicionar 1,5 mL de HSOy4, 0,4 M.

Em ambos os casos as amostras foram mantidas ao abrigo da luz, em
temperatura ambiente, por 10 minutos para que se processasse a conversao,
sendo a injegao cromatografica feita imediatamente apos.

2.8. Determinagéo de sdlidos totais

As porcentagens de solidos totais foram determinadas por diferenca apods
determinacdo do teor de umidade das amostras conforme metodologia descrita
por Kawashima e Valente Soares (2003). Cerca de 10 g de couve foram secas em
estufa com circulagao for¢cada de ar, a 105 °C por duas horas.

2.9. Calculo da retencao

Na etapa 1, em que o tratamento térmico nao foi empregado, as porcentagens
de retencdo de AA, DHA, vitamina C total e pB-caroteno foram calculadas de
acordo com a equagao: 100 — [(conteudo inicial - conteudo final) / conteudo inicial
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x 100], em que o conteudo inicial corresponde a amostra controle e conteudo final
as amostras ap6s os tratamentos.

Na etapa 2, para que pudessem ser realizadas comparagcbes entre a
quantidade de AA, DHA, vitamina C total e B-caroteno na couve crua e refogada, a
porcentagem de retengao real foi calculada de acordo com a técnica proposta por
Murphy et al. (1975), utilizando a equacgao:

% RR=CpxPp x100;
Ccx Pc

em que % RR é a porcentagem de retencao real, Cp é o conteudo do nutriente por
grama do alimento preparado, Pp € o peso do alimento (em gramas) apos o
preparo, Cc é o conteudo do nutriente por grama do alimento cru e Pc € o peso do
alimento cru (em gramas).

3. Resultados e discussao

3.1. Sdlidos totais

A porcentagem de solidos totais das amostras de couve variou entre 9,29 % e
12,27 % na etapa 1, com média de 10,68 %. Na etapa 2 as porcentagens
estiveram entre 11,50 % e 15,34 %, com média de 12,94 %. Estas porcentagens
de solidos totais estdo de acordo com os resultados relatados por Kawashima e
Valente Soares (2003), em que a couve apresentou os mais elevados teores de
soélidos, em relacao a outras hortalicas folhosas.

A determinacdo de soélidos totais foi realizada na couve antes de cada
tratamento para caracterizar as amostras e nao foram empregados para calculo da
retencao de nutrientes apds a cocgao.

3.2. Curvas-padréo e testes de recuperagéo

As curvas padrédo de AA e B-caroteno foram construidas, cada uma, com 5
pontos, obtendo-se boa linearidade. Os coeficientes de correlacdo foram 0,9994
para AA e 0,9905 para p-caroteno. O limite de detecgao foi de 50 ug/L para AA e
46 ug/L para B-caroteno.

Ha diferencas na extragdo de carotendides de vegetais crus e apds cocgao.
Em geral, a cocgéo facilita a extragdo, possivelmente por causa da desnaturagéo
dos complexos carotendide-proteina e do abrandamento das paredes celulares
(de Sa & Rodriguez-Amaya, 2004; Khachick et al., 1992). Para evitar que isto
interferisse nos resultados, a técnica utilizada por de Sa & Rodriguez-Amaya
(2004) foi empregada. As amostras de couve crua foram sonicadas com acetona,
por 20 minutos em vibrador ultrassdnico, para favorecer a extragdo. A média de
recuperagao de -caroteno de amostras de couve crua foi de 83 %.

Por outro lado, o método de preparo escolhido incorporou 6leo a couve,
dificultando a extracdo de carotendides. Para evitar a necessidade de
saponificacdo com KOH, que pode levar a perdas indesejaveis, ja que os
carotendides sdo sensiveis a pH alcalino (Oliver & Palou, 2000, Khachick et al.,
1986), optou-se por seguir o procedimento descrito por de Sa & Rodriguez-Amaya
(2004), que consiste na solidificacédo do 6leo a baixas temperaturas e posterior
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isolamento por filtracdo. A média de recuperagdo de B-caroteno foi de 82 % em
couve refogada.

Houve preocupacdo também quanto a interferéncia do 6leo na extracdo de AA
da couve refogada. Entretanto, baseado em estudo anterior (dados ainda nao
publicados) nao foi necessaria nenhuma alteragdo quanto ao processo de
extracdo de AA de couve refogada. A recuperacdo média de AA foi de 90 % para
couve crua e 94 % para couve refogada.

Na Figura 1 sdo apresentados os cromatogramas de AA e de (-caroteno em
amostras de couve.

3.3. Teores de AA, DHA, vitamina C total e p-caroteno.

As Tabelas 1, 2 e 3 apresentam as médias dos conteudos de AA, DHA,
vitamina C total e B-caroteno nas amostras de couve crua e depois de preparada.
Os teores de AA estiveram entre 66,50 e 92,82 mg/100g. O DHA representou
entre 8 e 21% do total de vitamina C da couve. Os conteudos de [-caroteno
encontrados estiveram entre 1077,82 e 1661,78 ug/100g).

Os valores de AA encontrados sdao da mesma ordem de magnitude dos
relatados por outros autores. Pfendt et al. (2003) encontraram conteudo de AA em
couve crua de cerca de 92,6 mg/100g. Em estudo realizado também na cidade de
Vigosa, a couve crua apresentou entre 90,2 e 136,4 mg/100g de AA (Rodrigues,
2005).

Outros autores relataram conteudos mais elevados de AA em couve (186,0
mg/100g) (Davey et al., 2000). Em geral, o teor de vitaminas em alimentos de
origem vegetal € bastante variavel, ainda que para uma mesma espécie. A reviséo
feita por Lee & Kader (2000) reporta bem os fatores que influenciam a variagéo no
conteudo de vitamina C de frutas e hortalicas, como a variedade, as condi¢des
climaticas e a forma de cultivo. Muitos dos trabalhos ndo relatam a variedade
utilizada e as condi¢des de produgao, o que dificulta a comparagao dos dados.

Nao foram encontrados outros trabalhos que avaliassem o conteudo de DHA
em couve. Em outras hortalicas do género Brassica o teor de DHA foi de 5 € 29 %
da quantidade total de vitamina C em brdcolis e repolho, respectivamente (Kall &
Andersen, 1999). Ja em outro estudo, ndo se detectou DHA em repolho e o
brécolis apresentou cerca de 8 % do total de vitamina C na forma de DHA
(Vanderslice et al., 1990).

Segundo o “United States Department of Agriculture” (USDA, 2004), a couve
crua contém cerca de 120,0 mg/100g de vitamina C e 9226,0 ng/100g de B-
caroteno.

Embora se considere que a distribuicdo qualitativa de carotendides em
hortalicas folhosas seja pouco variavel (Azevedo & Rodriguez-Amaya, 2005),
quantitativamente estes variam bastante, mesmo para uma mesma espécie. O
grau de maturacdo € um dos fatores que afetam o conteudo de carotendides
(Rodriguez-Amaya, 1993). Comparando B-caroteno em folhas de couve jovens e
maduras, Azevedo & Rodriguez-Amaya (2005) relataram teores mais elevados
nas folhas maduras. Da mesma forma, em alface o conteudo de (-caroteno é
cerca de trés vezes maior nas folhas maduras do que em folhas jovens (Ramos &
Rodriguez-Amaya, 1987). Embora, no presente estudo se tenha tido o cuidado de
escolher folhas de couve caracterizadas como adultas, pode ter havido
interferéncia do grau de maturacéo nos niveis de -caroteno encontrados. Além
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disso, € sabido que o grau de insolagéo recebida pela hortalica pode interferir na
carotenogénese. Em estudo realizado com couve minimamente processada, o
conteudo de carotendides foi maior no verao (Azevedo & Rodriguez-Amaya,
2005). No entanto, ha relatos de que no verdo o teor de B-caroteno possa ser
reduzido em folhosos porque a exposicao intensa a luz solar gera fotodegradagao
de carotenodides, superior a sua sintese (Botelho & Mercadante, 2003). Neste
trabalho, a couve foi colhida durante o inverno na etapa 1 e durante a primavera,
na etapa 2, estagbes do ano em que o numero de horas de exposi¢ao a luz solar é
menor do que no verdo, o que pode ter contribuido para um menor conteudo de -
caroteno nas amostras. Além desses fatores, cabe ressaltar ainda que a couve
permaneceu em temperatura ambiente por cerca de 12 horas, desde a colheita até
o inicio do experimento. Optou-se por nao interferir neste periodo porque em geral
esse é o procedimento usado pelos produtores locais que fornecem hortalicas
folhosas (colheita no dia anterior a entrega).

Em estudo realizado em Campinas, a couve de cultivar Manteiga apresentou
meédia (verdo e inverno) de 4500,0 pg/100g de B-caroteno, enquanto no cultivar
Tronchuda essa média foi de 5900,0 ug/100g (Mercadante & Rodriguez-Amaya,
1991).

Em couve refogada preparada em restaurantes o conteudo de [B-caroteno

relatado foi de 2300,0 ug/100g (de Sa e Rodriguez-Amaya, 2003).
De uma maneira geral, embora o teor de B-caroteno de couve no presente estudo
esteja abaixo do relatado por outros autores, o conteudo médio de AA encontra-se
dentro da faixa anteriormente relatada por outros autores e as extracées de AA e
de B-caroteno foram realizadas paralelamente a partir de uma mesma amostra.

3.4. Valor nutricional da couve

Dados os conteudos de vitamina C e p-caroteno encontrados nas amostras de
couve, € interessante também avaliar quanto isso representa na pratica. Uma
porcao de 70 g de couve refogada (apdés armazenamento por 24 horas sob
refrigeracdo, sanitizacdo e fatiamento) pode fornecer cerca de 57,11 mg de
vitamina C e 916,87 ug de B-caroteno. O fornecimento de vitamina C corresponde
a 63 % da recomendacdo de vitamina C para um homem adulto (90,0 mg),
segundo o Institute of Medicine (IOM, 2000). Quanto ao valor de vitamina A, a
porcao de 70 g pode fornecer cerca de 76,41 ug de RAE, que correspondem a 8%
da recomendacé&o de vitamina A para um homem adulto (IOM, 2001).

3.5. Retencgéo de vitamina C e carotendides e selegéo de praticas de manipulagédo

A Tabela 1 apresenta os conteudos e retengcbes de AA, DHA, vitamina C e j-
caroteno de couve na etapa 1 do experimento. Apesar das variagdes no conteudo
e retencdo dos compostos entre os tratamentos, a maior parte destas variagdes
nao foi estatisticamente significativa.

Em relacdo ao conteudo e retencdo de AA houve interacéo significativa entre
tempo de sanitizacdo e temperatura de armazenamento. Desdobrando-se a
interagdo observou-se que ha diferenga significativa entre os tempos de
sanitizagdo nas amostras armazenadas sob temperatura de refrigeracdo. Como
pode ser visto na Figura 2, em temperatura de refrigeracdo o conteudo e a
retencdo de AA mostraram uma tendéncia de queda com o aumento do tempo de
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sanitizagdo. Para a couve armazenada em temperatura ambiente as diferencas
entre os tempos nao foram significativas.

Apesar de ter sido sanitizada antes do fatiamento e, portanto, mantida sua
estrutura intacta, o excesso de tempo durante a sanitizagao prejudicou a retengao
de AA na couve. Houve reducgéo de 12 % de AA quando o tempo de sanitizagao
ultrapassou em 1 hora o tempo recomendado pelo fabricante do sanitizante usado.
A solucao clorada tem caracteristicas oxidantes que podem ter afetado o AA. Além
disso, as folhas permaneceram em temperatura ambiente, expostas a luz e em
contato com a agua durante a sanitizagao. Moraes et al. (2005) relataram que so6 a
lavagem em &agua corrente, sem sanitizacdo em solucdo clorada, resultou em
perda de 6 % de AA em folhas de couve.

Houve variacdo na retencdo de DHA em temperatura de refrigeracdo com o
avanco do tempo de sanitizagdo, embora ndo estatisticamente significativa. Isto
sugere que a reducdo do conteudo de AA pode ter ocorrido em virtude da
oxidagdo do AA com formacdo de DHA. Entretanto, € possivel que a grande
variabilidade encontrada no conteudo de DHA tenha mascarado o efeito do
tratamento. A retencdo de vitamina C, por sua vez, ndo apresentou diferencas
entre os tratamentos.

Observa-se ainda que o conteudo e retencdo de p-caroteno foram mais
elevados em temperatura de refrigeracdo, independentemente do tempo de
sanitizagdo. A retencdo de B-caroteno em temperatura ambiente foi proxima a
retencédo de vitamina C (65 %), mas a 10 °C a retengao elevou-se para 85 %, o
que mostra que a reducdo da temperatura no armazenamento teve influéncia
maior sobre o -caroteno do que sobre a vitamina C.

Na etapa 2, a couve foi armazenada por 24 horas e sanitizada por 15 minutos
ja que esse foi o tempo que resultou em melhor retencdo de AA na etapa 1. Em
seguida, a couve foi fatiada, refogada e exposta a temperatura ambiente por
periodos diferentes.

N&o houve interacdo significativa entre temperatura de armazenamento, tipo

de corte e tempo de exposi¢cao para nenhum dos compostos em estudo.
Na Tabela 2 observa-se que, independentemente do tipo de corte e do tempo de
exposicdo, o conteudo de AA foi maior em temperatura ambiente, enquanto o
conteudo de B-caroteno foi maior em temperatura de refrigeracdo. Essa variagao
pode estar mais associada a diferengas no conteudo inicial do que propriamente
ao tratamento empregado, visto que para as retencdes de AA e B-caroteno nao
foram encontradas diferengas estatisticamente significativas.

Os resultados apresentados na Tabela 3 correspondem as médias dos
tratamentos independentemente da temperatura de armazenamento. Como pode
ser visto na Figura 3, o conteudo e retengdo de AA reduziram-se com o aumento
do tempo de exposi¢ao da couve apés o preparo, independente da temperatura de
armazenamento e do tipo de corte.

Favel (1998) encontrou retenc&o de cerca de 60 % de vitamina C em brdcolis
armazenado em temperatura de 20 °C por 3 dias. Ja em espinafre a retencao foi
muito menor apés o0 mesmo periodo, apenas 10%, enquanto que o
armazenamento por 3 dias a 4 °C resultou em retengdo de 100 % em brécolis e
60% em espinafre. Neste trabalho ndo houve diferenga quanto a retengdo de
vitamina C empregando armazenamento a 10 ou 23 °C (retencdo média de 70 %),
mas cabe considerar que o tempo de armazenamento usado foi menor (24 horas).
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Em temperatura ambiente as folhas nao suportariam mais do que 24 horas por
causa da perda de agua e alteragbes na cor, causando rejeigdo no consumo da
hortalica.

Barry-Ryan & O’Beirne (1999) relataram maior retencdo de vitamina C em
alface rasgada do que em alface fatiada com faca apdés 24 horas de
armazenamento (amostras embaladas e armazenadas a 8 °C).

Embora a couve rasgada tenha apresentado maiores retengdes de AA do que
a couve fatiada, ndo foi encontrada diferenga estatisticamente significativa. Para o
método de cocgdo e tempo de exposicdo empregados neste estudo, a maior
superficie de contato das amostras fatiadas em tiras nao influenciou
significativamente a retencao de vitamina C e 3-caroteno.

Ao contrario, o tempo de exposi¢cao apos o preparo teve influéncia significativa
sobre a retencao de AA. A maior parte das pesquisas sobre a influéncia da cocgao
sobre a vitamina C ou os carotenos em alimentos analisou a retencéo logo apés a
coccdo, o que dificulta a comparagdo dos resultados. E importante considerar a
extensdo das perdas no periodo entre o preparo e consumo, pois perdas
consideraveis podem ocorrer. Por exemplo, em muitos restaurantes,
especialmente os do tipo “self-service”, a couve permanece em temperatura
ambiente durante o periodo entre o preparo e o consumo, por tempo até superior
a 60 minutos.

Em estudo realizado em restaurantes comercial e institucional, a perda de AA
em couve servida crua foi maior durante a distribuicdo no restaurante comercial
(18 %), quando a couve fatiada em tiras permaneceu em temperatura ambiente
por cerca de 1 hora. No restaurante institucional, em que a couve crua fatiada foi
armazenada por até 2 horas entre 5 e 8 °C, as perdas foram muito menores (4 %)
(Moraes et al., 2005).

Durante a coc¢ao pode ocorrer perda de umidade e consequente concentragao
de sdlidos na amostra. Por outro lado a forma de preparo escolhida neste estudo
(refogado) aumenta o conteudo lipidico da amostra. Para contornar este problema
e poder comparar o conteudo de nutrientes da amostra crua e da amostra
refogada calculou-se a retengao real segundo a equagao proposta por Murphy et
al. (1975), que permite compensar as alteragcbes de peso ocorridas durante a
cocgao. A retengao real meédia de vitamina C apds a cocgao foi de 80 % e de 91 %
para p-caroteno.

Retengdes de B-caroteno semelhantes foram relatadas por outros autores em
relagdo a couve refogada (entre 93 e 96%, segundo de S& e Rodriguez-Amaya,
2004). Speek et al (1988) relataram retencado de apenas 24 % de p-caroteno em
couve chinesa refogada por 4 minutos; no entanto, os autores nao relataram
medidas para compensar as variagdes de peso apds preparo.

Quanto a retengcdo de vitamina C, ndo foram encontrados trabalhos com couve
refogada. Oteng-Gyang & Mbachu (1987), analisando AA em hortalicas folhosas
comuns na Nigéria, relataram retengédo média de 70 % apds 5 minutos de cocg¢ao
em agua. Em estudo mais recente, também utilizando hortaligas folhosas
comumente consumidas na Nigéria, foram encontradas retengdes entre 18 e 53 %
apos 5 minutos de cocgao (Oboh, 2005). Esses resultados estdo de acordo com a
observagao de que, por ser um método de preparo rapido, refogar as hortalicas
provocaria menores perdas de vitaminas do que cozinhar em agua, especialmente

80



para vitaminas hidrossoluveis, que podem ser perdidas tanto por causa do
aquecimento quanto por lixiviagao.

De acordo com os resultados encontrados recomenda-se o armazenamento da
couve sob refrigeracdo e controle do tempo de sanitizagdo, ndo excedendo o
tempo necessario para a agao do agente sanificante, conforme recomendado pelo
fabricante do produto a ser utilizado. E comum em restaurantes e outras unidades
de alimentacdo coletiva a ndo observancia dessa recomendagado, permanecendo
as hortalicas por longos periodos em contato com a agua. Outra observagao
importante é realizar a sanitizagdo antes do fatiamento da hortalica. Embora nao
tenha sido avaliado neste estudo, possivelmente as perdas seriam maiores se a
sanitizacao fosse realizada ap0ds o fatiamento uma vez que a superficie de contato
com a agua seria maior e o tecido estaria rompido.

Ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre as formas de
fatiamento (tiras finas ou rasgada), apesar da maior superficie de exposi¢cao ao
oxigénio e luz das amostras em tiras. No entanto, em ambos os casos houve
aumento das perdas com o aumento do tempo de exposi¢do apds a cocgao. Isso
indica que independentemente do corte usado, o melhor € consumir o alimento o
mais rapidamente possivel. Essa recomendacao esta sendo feita considerando o
valor nutricional, mas também abrange a segurangca microbioldgica, ja que as
amostras ficaram expostas em temperatura ambiente.

4. Conclusoes

Este trabalho confirma a importancia da couve como fonte de vitamina C e -

caroteno, com o fornecimento de cerca de 57,11 mg de vitamina C e 916,87 ug de
-caroteno a cada porcao de 70 g de couve refogada.
O armazenamento sob refrigeracdo mostrou-se o mais adequado. As hortalicas
folnosas sdo extremamente sensiveis a perda de agua e mesmo o
armazenamento por curto periodo (24 horas), em temperatura ambiente, reduziu a
retencéo de -caroteno.

Quanto a sanitizagao, o critério de tempo selecionado foi de 15 minutos, tempo

em que as perdas de AA foram menores e indicado para seguranga sanitaria.
O tempo de exposicédo apos a cocgao influenciou negativamente a retengao de AA
tanto em couve fatiada em tiras, quanto em couve rasgada. Nao houve diferenga
estatisticamente significativa entre as formas de fatiamento. Refogar em 6leo por
poucos minutos € uma forma comum de preparo de hortalicas folhosas, que
preserva bem a vitamina C (cerca de 80 % de retenc&o) e o B-caroteno (91 % de
retencédo), sendo entretanto, melhor que o consumo seja feito tdo logo a
preparacao esteja pronta.
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Figura 3. Conteudo e retencéo real de acido ascérbico (AA) em couve apds

armazenamento por 24 horas, sanitizagcdo, fatiamento e exposicdo. Amb./Rasg.:
temperatura ambiente (24 °C) e corte em pedacos. Amb./Fat.: temperatura ambiente (24 °C) e
corte em tiras. Ref./Rasg.: temperatura de refrigeracdo (10 °C) e corte em pedacgos. Ref./Fat.:
temperatura de refrigeragao (10 °C) e corte em tiras.
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Tabela 1. Conteudo, retencéo e analise de variancia de acido ascorbico (AA), acido desidroascérbico (DHA), vitamina C, B-caroteno de couve apds

24 horas de armazenamento e sanitizagdo. &

Temperatura " Ambiente Refrigerado Fonte de variagdo °
Tempo Controle © 15 min 45 min 75 min 15 min 45 min 75 min TA Erroa® TS  Ermob®
AA 92,82 +16,09 66,50 +3,22 67,52 +6,01 72,45 +2,54 81,20 +13,51 74,01 +14,10 68,65 +4,07 NS 177,94 NS 23,76
(mg/100g)
Retengo AA (%) 68,05 +9,52 68,85 +8,18 74,77 +15,91 85,44 +0,93 77,63 +1,67 73,31 410,12 NS 201,22 NS 2858
DHA 24,79 +5,89 19,33 +5,67 13,91 +5,70 11,59 +4,13 7,30 +6,05 15,14 +4,07 14,74 +4,41 NS 7,39 NS 34,87
(mg/100g) ¢
Retencéo DHA 73,11 +14,88 57,12 +30,31 42,98 +7,75 32,61 +27,08 63,07 +28,17 58,63 +15,99 NS 619,51 NS 436,06
)"
Vit C 117,61 +19,45 85,83 +8,36 81,43 47,32 84,04 +2,31 88,50 +8,81 89,15 +16,48 83,40 18,41 NS 190,492 NS 41,94
(mg/100g)
Retencgéo Vit C 68,74 +4,88 66,02 +12,80 68,12 +12,53 74,08 16,88 73,87 +5,57 69,71 +4,85 NS 168,69 NS 27,30
%)’
B-caroteno 1661,78 +89,15 1150,11 +135,36  1239,92 +140,91 1077,82 +223,24 1377,13 +246,37 1591,11 +72,77 1398,99 +159,44 P<0,05 47190,13 NS 21262,19
(ng/1009)
Retencgéo B- 64,62 +5,81 70,15 +11,95 60,61 +11,81 80,87 +13,45 93,46 +1,62 82,00 +5,77 P<0,05 123,24 NS 71,58

caroteno (%)f

? Média de 3 repeticdes + desvio-padrdo. ° Temperatura de armazenamento: ambiente (23 °C), refrigerado (10 °C). ° Controle: ndo sofreu armazenamento e
sanitizagao. 4 Probabilidade: NS: ndo significativo; P<0,05: significativo com a= 5% pela analise de varidncia. TA = temperatura de armazenamento. TS = tempo de
sanitizagdo. ° Quadrado médio. f Retengdo = 100 — [(controle — tratamento) / controle x 100]. ¢ DHA = Vitamina C total (apés redugdo do DHA pelo DTT) — AA
(conteudo de AA antes da redugéo do DHA pelo DTT).
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Tabela 2. Conteudo, retencéo real e analise de varidncia de acido ascorbico (AA),
acido desidroascorbico (DHA), vitamina C e B-caroteno de couve apos 24 horas de
armazenamento, fatiamento e preparo.

Nutriente Temperatura ambiente © Temperatura refrigeragéo ©
AA (mg/100g) 87,65 +17,25 a 75,34 +14,09 b
Retencao de AA (%)° 83,33 +16,18 a 84,43 +12,99 a
DHA (mg/100g) ® 9,31 +4,85 a 9,78 +4,78 a
Retencao de DHA (%)” 37,14 +20,02 a 48,98 +25,17 a
Vitamina C (mg/100g) 85,90 +15,04 a 79,72 +13,98 a
Retengao de Vitamina C (%)d 74,34 +13,53 a 78,78 +13,42 a
B-caroteno (ng/100g) 1200,79 +153,93 b 1418,84 +234,23 a
Retengao de p-caroteno (%)? 90,33 +8,84 a 89,86 +8,65 a

? Média de 30 observagbes + desvio-padrdo. ° Amostras armazenadas por 24 horas,
sanitizadas por 15 minutos, fatiadas em tiras ou rasgadas, refogadas e expostas a
temperatura ambiente por 0, 30 ou 60 minutos. ° Temperatura de armazenamento: ambiente
(23 °C), refrigeracao (10 °C). Analise de variancia: médias seguidas pela mesma letra, na
linha, ndo sao estatisticamente diferentes (P>0,05). 9 Retencéo = (conteudo do nutriente por
grama de alimento preparado x peso do alimentos preparado / conteudo do nutriente por
grama do alimento cru x peso do alimento cru) x 100. °DHA = Vitamina C total (ap6s redugdo
do DHA pelo DTT) — AA (conteudo de AA antes da redugdo do DHA pelo DTT).
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Tabela 3. Conteudo, retencéao real e analise de variancia de acido ascérbico (AA), acido desidroascorbico (DHA), vitamina C, licopeno e
B-caroteno em couve fatiada apds diferentes tempos de exposigédo.*

Corte Rasgada Fatiada Fonte de Variagdo ®
Controle ¢ 0 minutos € 30 minutos 60 minutos 0 minutos® 30 minutos 60 minutos TA TC Erroa’ TE Errob’
AA (mg/100g) 93,48 +16,73 91,06 +14,59 84,19 +13,94 76,66 +19,32 82,05 +14,83 75,03 +14,53 77,54 +12,24 P<0,05 NS 466,55 P<0,05 121,46
Retengado de AA 95,54 +12,58 85,70 +9,19 80,03 +21,27 85,00 +15,51 76,86 +9,38 80,14 +7,00 NS NS 379,02 P<0,01 113,98
(%)°
DHA (mg/100g) h 21,52 +4,21 7,24 +4,54 9,50 +5,83 10,67 +4,06 8,78 +6,53 10,49 +4,02 10,59 +3,37 NS NS 33,22 NS 20,41
Retencao de 32,09 +19,52 43,31 +27,21 47,15 +19,16 40,30 +31,72 46,68 +13,82 48,84 +19,11 NS NS 877,99 NS 386,28
DHA (%)°
Vitamina C 101,52 +14,24 91,07 +14,61 85,29 +12,41 79,59 +17,18 82,49 +16,22 77,43 +15,15 81,01 +11,58 NS NS 365,77 NS 149,03
(mg/100g)
Retencgao de 82,85 +10,24 78,50 +14,26 74,38 +20,17 77,24 #1763 71,17 +7,62 75,24 +7,27 NS NS 343,96 NS 122,05
Vitamina C (%)
B-caroteno 1355,08 1324,06 1301,13 1290,99 1315,26 1302,22 1325,23 P<0,05 NS 117495,95 NS 10686,52
+215,70 +211,80 +222,90 +263,77 +180,18 +193,48 +165,31
(1g/100g)
Retencéo de - 90,37 49,25 88,64 +9,24 87,81 +11,74 91,47 +4,52 90,11 +8,00 92,17 +7,93 NS NS 135,19 NS 55,40

caroteno (%)?

® Média de 10 observagdes + desvio-padrdo. > Amostras armazenadas por 24 horas, sanitizadas por 15 minutos, fatiadas em tiras ou rasgadas, refogadas e
expostas a temperatura ambiente por 0, 30 ou 60 minutos. © Tempo de exposigdo a temperatura ambiente (23 °C). 4 Controle: ndo sofreu armazenamento,
sanitizagéo, fatiamento e cocgéo. ° Probabilidade: NS: nao significativo; P<0,05: significativo com a= 5%; P<0,01: significativo com a=1% pela analise de variancia.
TA = temperatura de armazenamento. TC = tipo de corte. TE = tempo de exposicao. f Quadrado médio. ¢ Retencéo = (conteudo do nutriente por grama de alimento
preparado x peso do alimentos preparado / conteudo do nutriente por grama do alimento cru x peso do alimento cru) x 100. "DHA = Vitamina C total (ap6s reducéao
do DHA pelo DTT) — AA (conteudo de AA antes da reducédo do DHA pelo DTT).
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5. CONCLUSOES GERAIS

A metodologia otimizada para analise de acido ascorbico, acido
desidroascorbico e vitamina C total pode ser empregada com sucesso em
couve e tomate, pode ser utilizada para analise de vitamina C mesmo em
couve adicionada de 6leo, como no caso da couve refogada.

O conteudo de acido ascérbico foi em média de 17 mg/100g e 12 mg/100g
em tomate antes e apds a manipulacao, respectivamente. Os valores médios
foram de 93 mg/100g em couve crua e 77 mg/100g em couve refogada. Os
teores de acido desidroascorbico foram bastante variaveis tanto em tomate
quanto em couve. As meédias foram de 3 mg/100g em tomate apds o preparo,
23 mg/100g em couve crua e 11 mg/100g em couve refogada.

O conteudo médio de B-caroteno em tomate foi de 160 ng/100g, apds o
preparo. Ja a couve apresentou maiores quantidades de B-caroteno. A couve
crua teve média de 1508 ng/100g, enquanto a couve refogada apresentou
média de 1308 nug/100g.

Em tomates o teor médio de licopeno foi de 5123 ug/100g antes do preparo

e 3663 ug/100g apds o preparo.
Uma porcao de 70 g de couve refogada pode fornecer cerca de 60 mg de
vitamina C e 921 ng de B-caroteno, enquanto uma por¢ao de 60 g de tomate
pode fornecer cerca de 9 mg de vitamina C, 96 ug de -caroteno e 2964 ug de
licopeno.

No armazenamento, pré-preparo e preparo tanto de couve quanto de
tomate ocorreram perdas de vitamina C e carotendides. As condigdes que
proporcionaram melhor retengcdo destes compostos foram o armazenamento
sob refrigeracdo tanto para periodos curtos (24 horas) quanto para periodos
mais longos (72 horas), desde que os tomates sejam armazenados depois de
maduros.

A sanitizagdo em solugéo clorada por 15 minutos foi a pratica selecionada
por ser considerada suficiente para controle microbiolégico e por evitar perdas
desnecessarias de acido ascorbico da couve sanitizada por periodos mais
longos.

Nao houve evidéncias de que os tipos de corte utilizados em tomate e

couve interferissem em eventuais perdas de vitamina C e carotendides.
Apesar do tempo de exposigao nao ter afetado significativamente a retengéo da
vitamina C e dos carotendides em tomates, para couve houve influéncia
negativa do tempo. O periodo de exposi¢cdo apos a cocgao reduziu a retengao
de acido ascorbico tanto em couve fatiada em tiras quanto em couve rasgada.
Por isso recomenda-se que as hortaligas sejam preparadas o mais proximo
possivel do horario de consumo.

As praticas de manipulagcdo selecionadas para melhor preservagao de
vitamina C e carotendides em couve e tomate:

e Armazenamento sob refrigeragdo para couve e tomates maduros;

e Controle do tempo de sanitizagao, empregando-se 15 minutos;

e Controle do tempo de exposi¢cao apds o fatiamento e preparo. Planejar o
preparo das hortalicas de forma que o tempo entre o preparo € 0 consumo seja
0 menor possivel.

Sugere-se que outros estudos desta natureza sejam realizados com outras
hortalicas e outras formas de preparo. E, ainda, que as praticas de
manipulacdo selecionadas neste trabalho sejam testadas em Unidades de
Alimentacao e Nutricdo, em situagdes reais de producao de alimentos.
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