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Resumo — A biodisponibilidade de carotenoides pode ser investigada através do estudo de sua
bioacessibilidade in vitro. Apés a liberagdo da matriz alimentar no final do processo digestivo, 0 -
caroteno é transferido para a fracdo emulsionada e por fim para micelas mistas, que atravessam a
camada de agua ligada que cobre a membrana de borda em escova do intestino delgado. Nessas etapas
¢ necessario que o B-caroteno ndo esteja em sua forma cristalina. Além disso, essas etapas séo
essenciais para que haja a absorcdo de carotenoides no organismo humano. Na literatura sdo escassos
estudos sobre a caracterizagdo microscopica de carotenoides em micelas mistas ap6s o processo de
digestdo in vitro. O objetivo desse trabalho foi caracterizar por microscopia de fluorescéncia a fragao
micelar de mandioca amarela BRS Jari cozida e frita apds digestdo in vitro. A microscopia de
fluorescéncia foi aplicada para confirmar a presenca do -caroteno emulsionado na fracdo micelar das
amostras estudadas. Além disso, nas andlises de microscopia foi observada a morfologia das estruturas
da fracdo emulsionada contendo os carotenoides das amostras de mandioca amarela BRS Jari cozida e
frita, em comparacdo a morfologia de cristais de B-caroteno de uma solugdo de padrdo. Observou-se
gue ndo havia estruturas cristalinas fluorescentes na fracdo micelar das amostras de mandioca cozidas
e fritas analisadas.
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Abstract — Bioavailability of carotenoids might be investigated through the assessment of in vitro
bioaccessibility. The digestion of foods liberates [3-carotene from the food matrix, and after that the
carotenoid is transferred to the emulsified fraction and then to mixed micelles, that pass the unstirred
water layer of the brush-border membrane of the small intestine. During these phases, -carotene
should not be in the crystalline form, for complete absorption. Additionally, these phases are strictly
necessary for f-carotene absorption in humans. The study of B-carotene in mixed micelles through
fluorescence microscopy after in vitro digestion is poorly reported in the literature. The aim of the
present study was to characterize by fluorescence microscopy the micellar fraction of boiled and fried
cassava after in vitro digestion. Fluorescence microscopy was used to confirm the presence of B-
carotene emulsified in the micellar fraction of the samples. Furthermore, we observed the
morphologies of the emulsified fraction containing carotenoids from the samples of boiled and fried
yellow BRS Jari cassava, in comparison with the morphology of crystals of B-carotene. No fluorescent
crystal structures were observed in the micellar fraction of samples of fried and boiled cassava.
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Introducéo

Para que haja absor¢do dos carotenoides da dieta, durante o processo de digestdo é necessario
gue estes compostos sejam liberados da matriz alimentar e transferidos para micelas mistas. Este
processo é denominado bioacessibilidade e é considerado etapa limitante na biodisponibilidade de
carotenoides e, desta forma, essencial para a sua funcédo de pré-vitamina A.

S&0 escassos na literatura estudos relacionados a caracterizacdo dos carotenoides incorporados
na fracdo micelar ap6s a digestdo in vitro. Na maior parte dos trabalhos publicados, a investigacao da
bioacessibilidade de carotenoides se baseia em sua quantificacdo por CLAE na fracdo micelar. No
presente estudo, realizou-se a microscopia de fluorescéncia da fracdo micelar das amostras de
mandioca amarela BRS Jari cozidas e fritas apds digestdo in vitro, com a finalidade de confirmar a
presenca dos carotenoides emulsionados, em contraste com a fase de éleo ndo emulsionado, e observar
a estrutura da micro-emulsdo.

As micelas mistas apresentam forma discoide, didmetro aproximado de 4 a 60 nm e sdo
constituidas de lipidios hidrofébicos cercados por uma monocamada externa de lipidios anfipaticos,
composta especialmente por sais biliares (YONEKURA E NAGAO, 2007). A microscopia de
fluorescéncia é aplicada no estudo de células vegetais, em fungdo da autofluorescéncia apresentada por
alguns constituintes, tais como o p-caroteno (GILLBRO, 1989). Os carotenoides ao serem excitados
por uma luz de comprimento de onda curto emitem luz de um comprimento de onda maior. O B-
caroteno fluoresce com excitacdo em aproximadamente 500 nm e emissdo em aproximadamente 570
nm (KLEINEGRIS, 2010).

Material e Métodos
Preparacdo da amostra

As raizes de mandioca amarela BRS Jari fazem parte do projeto BioFORT e foram cultivadas
e fornecidas pela Embrapa Tabuleiros Costeiros — Aracaju/ SE. A colheita ocorreu apds 12 meses de
plantio. As raizes de mandioca foram descascadas e quarteadas longitudinalmente, de uma
extremidade a outra da raiz e foram cortadas em cubos. O cozimento foi realizado em panela de
pressdo por 45 min ap6s ebuli¢do. Para o processo de fritura, as raizes de mandioca foram cozidas da
mesma forma por 30 min, a agua foi drenada, as amostras foram resfriadas e levadas a fritura em 6leo
de soja a 180 °C por 8 min. Em seguida as amostras (in natura, cozida e frita) foram separadamente
trituradas em moinho (IKA® A11, Alemanha), para homogeneizagdo, seguida de armazenagem em
embalagens metalizadas em atmosfera, purgada com N, e refrigeradas a 4° C até analises.

Digestéo in vitro

As amostras de mandioca amarela BRS Jari cozida e frita foram pesadas, em tubo de
polipropileno. O protocolo descrito por Garrett et al.(1999), para simulacdo da digestdo humana foi
seguido com algumas modificagbes. O processo de digestdo in vitro teve inicio pela simulacéo da
etapa oral onde foram adicionados 7 mL de solu¢éo contendo a-amilase, mucina e uma mistura de
sais, nos tubos, conforme descrito por Oomen et al. (2003). As amostras foram seladas em atmosfera
de N,, homogeneizadas e colocadas sob agitagdo em banho orbital a 37 °C e 60 rpm por 10 min. Na
fase géstrica da digestdo adicionou-se solucéo de sais (120 mM NaCl, 6 mM CaCl, e 5 mM KCI). O
pH foi ajustado para 2,5 + 0,1 com HCI 1 mM, em seguida adicionou-se 2 mL de pepsina estoque (40
mg/mL 100 mM HCI) em cada tubo, estes foram incubados novamente por 1 h (37 °C; 60 rpm de
agitacdo orbital). A Simulacdo da fase intestinal da digestdo se deu pelo ajuste do pH para 6,0 £ 0,1.
Nestes, foram adicionados 3 mL de solugéo estoque de extrato de bile (40 mg extrato de bile/ mL 100
mM NaHCO3) e 2 mL de solugdo estoque de pancreatina-lipase (10 mg de pancreatina + 5 mg lipase/



mL 100 mM NaHCO;), e novo ajuste de pH para 6,5 = 0,2 com NaOH 1M. Os tubos foram selados
em atmosfera de N, e incubados novamente no banho com agitacdo orbital por 2 h (Failla M. L. &
Chitchumroonchokchai, 2005). No final da simulagdo da fase intestinal da digestdo, a fracdo micelar
foi separada por centrifugacéo (5000 xg, 4 °C/ 45 min).

Anélise da fragcdo micelar por microscopia

Aliguotas da fracdo micelar das amostras de mandioca amarela BRS Jari cozida e frita obtidas
apos o processo de digestdo foram submetidas a andlise em microscopio de fluorescéncia
convencional com sistema de captura color View XS acoplado em microscopio Karl-Zeiss (EUA),
com filtro GFP—Axioplan (excitagdo em 488 nm e emissdo em 565 nm), com aumento de 400 vezes.
Uma aliquota de cada amostra de mandioca foi colocada em um sistema de lamina e laminula e
observada no microscopio nas condi¢des acima. Uma amostra de padrdo comercial de -caroteno foi
suspendida em acetona e utilizada como controle para observagdo dos cristais de B-caroteno e
comparagdo com as amostras de mandioca frita e cozida apds digestdo in vitro.

Resultados e Discussao

O reduzido didmetro das micelas mistas inviabiliza sua observacdo em microscépios dpticos.
Desta forma, o intuito dessa andlise foi observar estruturas maiores, nas quais houvesse a presenca de
carotenoides fluorescentes. Na Figura 1 podem ser observadas as imagens fotograficas da microscopia
de fluorescéncia das amostras da fragdo micelar da mandioca frita e cozida ap6s digestao in vitro, em
comparagdo com a amostra de padrao de 3-caroteno (controle).

Figural. Microscopia de fluorescéncia: (A) imagem controle utilizando padrdo de p-caroteno; (B)
imagem da fracdo micelar da mandioca Jari BRS frita contendo o B-caroteno; (C) imagem da fragéo
micelar da mandioca cozida contendo o (3-caroteno. Barra de resolugdo 50 pm.



Na Figura 1, observam-se claramente diversas estruturas cristalinas fluorescentes no controle,
em contraste com as amostras da fracdo micelar da mandioca BRS Jari cozida e frita, nas quais ha
fluorescéncia em estruturas diversas e ndo-cristalinas. Observam-se estruturas esféricas de didmetros
variados, indicando a presenca de uma microemulsdo, de fase dispersa lipidica as quais apresentaram
fluorescéncia verde no comprimento de onda especifico para o B-caroteno, indicando que o
carotenoide apresenta-se emulsionado na fracao micelar das amostras de mandioca cozida e frita.

Na imagem microscépica obtida da fracdo micelar da mandioca cozida, além das micro-
esferas fluorescentes observam-se pontos de fluorescéncia verde, caracteristicos do p-caroteno
(ZHANG, 1997), envolvidos em uma estrutura supra-molecular amorfa e complexa que apresenta
morfologia compativel com a de géis de amido, possivelmente resultante do processo de coc¢do em
agua mais prolongado nessa preparacao. A presenca desses complexos agregados que aprisionaram o
B-caroteno promoveu reducdo da eficiéncia de micelarizagdo do B-caroteno na mandioca cozida
(BOTELHO, 2011). Esses resultados preliminares sobre a caracterizacao da fragdo micelar rica em [3-
caroteno das amostras de mandioca fornecem dados adicionais quanto a bioacessibilidade do B-
caroteno da mandioca amarela Jari apds o cozimento e a fritura. Embora ndo tenha sido possivel
observar as micelas mistas, em fungdo de atributos da técnica de microscopia usada, observaram-se
importantes diferencas entre os processamentos empregados, que foram consistentes com os dados
quantitativos de eficiéncia de micelarizagdo do B-caroteno. Além disso, pode-se afirmar que apds o
processo de digestdo in vitro os carotenoides da fracdo micelar ndo apresentam-se em estruturas
cristalinas

Concluséao

Apbs a digestdo in vitro, as amostras cozida e frita de mandioca amarela BRS Jari
apresentaram o B-caroteno emulsionado na fragdo micelar. A formacdo de complexos de incluséo de
carotenoides em estruturas supramoleculares amorfas, observadas nas amostras de mandioca cozida,
provavelmente reduz a bioacessibilidade do p-caroteno nessa preparacdo de mandioca, em
comparagdo com a frita. No se observaram estruturas cristalinas fluorescentes, nos comprimentos de
onda de absorcdo e emissdo caracteristicos do B-caroteno. Esses resultados sdo consistentes com a
hipotese de bioacessibilidade do B-caroteno apds digestdo in vitro.
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