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RESUMO: Com a finalidade de controlar a gualidade, autenticidade e con-
centracio de predutes de maracuja industrializados, foi desenvolvide um métoedo
quimice baseado na extracio des aminedeidos livres, separacio da D,L alanina, gque
¢ um componente constante e natural desta fruta, por cromatografia em papel
circular, revelacfio com ninidrina e dosagem espectrofotoméirica do derivado colo-
ride, Foi determinado o conteddo de DI alaning em 25 amosiras de suces
genuinos de maracuji de procedéncias diferentes, em épocas diferenies; o ieor
médic de D,L =alanina encontrade fol de 27,0 mg/100 ml do suco. Em 32 suces
diferentes industrializados, o tecr de D.L alanina livre encontrade varicu de 4,5 a
30,0 mg por 100 ml. A sensibilidade do método permife a determinagic de
contetido de suco de marscujié nesses produtos aité a concentraciio de 1,09 m/v.

Foram também determinados outros componentes do maracujs.

DESCRITORES: maracujd (Passiflore

minacio em suce de maracuja.

eduliz), suce; D, L alanina, deter-

INTRODUCAO

E elevado o consumo de suco natural de
maracuid, no Brasil, pelas suas qualidades
nutritive e refrescante,

A determinagio do succ de maracuji que
entra ha composigio dos produtos indusiria-
lizados {refrescos, aperitives, concentrades}
econstitui am sério problema para os labora-
térios incumbidos de controlar a qualidade e
autenticidade de tais produtes.

A literatura registra alguns trabalhos sobre
métodes quimicos para separacio e dosagem
dos aminodcidos em produtos naturais, atra-
vés da eromatografia em coluna 5 6 1011, em
camada delgada®® 12 ¢ em papel 127, mas
nao registra nenhum métode confiivel para

a determinacio da concentracio do suco deste
fruto nos predutos industrializados.

Baseados em trabalhos como ¢ de UNDER-
WOOD & ROCKLAND 18, passamos a verifi-
car quais og aminodcidos livres existentes no
stco de maracuji, sua constineia qualitativa e
quantitativa, ¢ variaciio em funcido da varie-
dade e origem geografica deo fruto. As expe-
riéncias preliminares nos indicaram ser a
alanina um componente razoavelmente econs-
tante e especifico no maracujsi, daf ter sido
eseothida para a finalidade proposta.

A separacfio da I, L alanina dos demais
aminodcidos fol feita através da cromatogra-
fia ecircular ems papel e guantifieada por es-
pectrofotometria, mo visivel, do composto
resultante da reacic com ninidrina. Parale-
lamente foi feita uma reavaliacio dos diversos
componentes do suco de maracuja®.

*  Realizado na Se¢io de Quimics Riolégiea do Instituto Adolfo Lutz, Sio Paule, §P.

*% Do Instituto Adeifo Luts.
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MATERIAL E METODOS

Material

Suecos de maracujd, preparados no lf_limra-
tério do Instituto Adolfe Lutz, e sucos indus-
trializados.

Foguipamenio

Espectrofotémetro Vis-uv.

Cuba para cromatografia em papel circular,
de 40 x 40 em
Papel Whatman n? 1, 40 x 40 em

Reagentes

{sopropanol a 10,04 em agua

N-butand! p.a.

Acido acético p.a.

D, 1. alanina p.a.

Ninidrina p.a.

Acetona p.a.

Sulfate de cobre {CuS0,.5H0)

Solugdc padrio de D, L alanina p.a. —

Preparar uma sclucio estogque de 0,1
mg/ml em isopropanecl a 14,09, m/v, em
Agua. Manter essa solugdo em refrige-
rador.

Solugdc de sulfato de cobre -— Preparar
uma solugho de CuSQ5H,0, a 0047%,
m/v, em &gua.

Solvente para eromatografic

N-butanol acido acético, dgua {4:1:1). Pre-
parar imediatamente antes de usar,

Revelador

Solucfe de ninidring a 0,049, em m/v, em
acetona p.2. Conservar em refrigerador.

Papel para cromatograma

Recortar a folha de papel Whatman no 1
no tamanho de 40 x 40 em (desde gue a cnba
seja do tamanho recomendado), fazer um pe-
gueno orificio no centro, onde deveria ger
adaptado um pavio feito com tiras do mesmo
papet. Num raio de 2 cm a0 redor do centro,
marcar os pontos de partida (até 6 no mé-
ximo) onde serdo aplicadas as solucfes das
amostras ¢ do padréo.

Amostra

a) Prepardaedo

Triturar o maracujé, sem a casca, no ligui-
dificador. Filtrar o suco em gase e conserva-lo
no congelador. Transferir 10 ml do filtrado
para fraseo Erlenmeyer de 125 mi, adicionar
20 ml de isopropancl a 10%, v/v, Agitar du-
rante 30 minutos e, em seguida, filtrar em
papel de filtro,

b} Cromatografia

Apliear no papel, através de mieropipeta, de
40 a 60 ul da solugho isopropandlica de
maracujs e, num segundoe ponto de partida,
aplicar exatamente 20 ul da solugdo de B, L
alanina padrdo. Transferir o papel para a
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cuba ¢ desenvolver o cromatograma com ©
solvente, segundo a técniea, ficande o pavio
imerso no solvente contido numa peguena
capsula, através da gual o solvente fluird.
G papel fica em posigde horizonial. Quando
o solvente atingir a distancia de 18 om, reti-
rar o papel da caixa e secar em corrente de
ar. Uma vez seco, revelar pulverizando com
a solucdo de ninidrina e aquecer em estufa
a 60°C, por 30 minufes. Aparecem zonas
cireulares de coloraciio azul-violeta, sm dife-
rentes Rf. 86 serda utilizade na téenica o
conteddo da zona gque aparece s um RE com-
preendido entre 0,5 e 0,6. {Recomenda-se cro-
matografar gempre junio eom a amostra de
suco a B, L. alanina padrio, pois a saturacdo
da cuba e a variacho da temperatura ambien-
fal influem no valor do Rf.

Confirmacdo do D, L, elanina: para eon-
firmar que na zona compreendida enire RE
¢,56 e 4,5 continha B, L, alanina, foi feita umsa
cromategrafia em papel bidimensional, usan~
do-ge¢ na segunda fase, como solvente, fenol-
~amdnia (4:13. Este aminodcido fol identifi-
¢ado pela posigic indicada pelo padrio no
préprio cromatograma, e nio pelo Rf como
se faz usualmente,

e}y  Aveliagio

Recortar a mancha de I, L alanina padréo
e a correspondente & do maracuid do mesmo
Rf, transferi-las para tubos de centrifuga e
elui-las com 4 m! da sclugfio eluente. Agitar
e esperar 30 minutos. Centrifugar a 3.000
rpm, por 5 minutos. Ler a absorbéneia do
sobrenadante a 520 nm no espectrofotdmetro,
usando eomo branco a solucfo eluente previa-
mente tratada com pedacos de papel utilizado
na eromatografia. Calcular o teor de D, L
alanina no sueo de maracujs natural através
da farmula:

f x An
e g G€ D, L alanina por 100
Ap x V ml de suco, nas condighes
propostas
A, = absorbanciaz da amostra
A, = absorbénciz do padrio
V = volume em ml da solugfo da amostra
eromatografada

¥ = fator de diluigio da amostra. C fator
de diluicdo é a relaciio entre o volume
final e volume inicial da amostra,

Para produtos industrializados, preparar
diluigbes isopropandlicas apropriadas do pro-
dafo e proeeder como para o suce de maracuji
natural, preparado no laboratério, Caleular
a porcentagem de suce natural de maracuji
no produte, usando a férmula:

C x 100

= porcentagem de suco natural
27 de maracujd no produto
C = quantidade de D, L alanina em mg
por 100 m! ecaleulada na {férmula
anterior

27 = valor médic em mg por 100 ml de

alanina no suce natural de maracuja
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RESULTADOS

Usando-se a fécnica descrita, avalion-se
inicialmente a quantidade de D, L alanina
presente em sucos de maracujd preparados
em laboratéric. Os frutos eram guase sempre
origindrios de diferentes Areas do Estado de
Sie Paulo e de algumas Areas do norte do
Pais mas, na maloria, foram obtidos em su-
permercados e feiras livres, em diferentes
épocas, durante ¢ perfodo de um ano. Foram
preparadas em laboratério, 25 amostras de
sucos a partir de 285 diferentes amostras do
fruto. Os valores do aminograma dos amino-
acidos livres presenies no suco de maracuji
estdo relacionados na tabela 1. Na tabela 2
encontram-gse os valores de alanina, com teor
médio de 27 mg por 100 ml, sendo que ¢ valor

maximo encontrado fol de 29 mg, ¢ o minimo,
de 25,5 myg. Usaram-se para cada fomada da
amostra 5 kg de maracuja.

Foram feitos também testes de recuperacio
da alanina, vsando-se como suporte suco de
maracujd comercial, eonfende 156 mg do ami-
nodcido por 100 mil, ao qual se adicionaram
10 mg de D, L alanina por 100 ml. Na tabela
3 encontram-se og resultados obtidos em 5 de-
terminacgbes, cuja média é de 99,0%.

Para testar a reprodutibilidade do métode,
foram preparaday 6 diluigdes aguosas diferen-
tes, a partir de um suce testemunhc de con-
centragio conhecida, eujas concentragtes fo-
ram determinadas seguindo.se rigoresamente
a béenica descrita, Os resultados obtidos en-
contram-se na tabela 4.

TABELA 1

Aminograme: porcentagem do tolal de aminodeides lMvres no suco de maracuid notural,
preparado no loboratdrio

RE Aminocacidos T
4,1-G,2 cistina 2,8
0,2-8,3 Hisina, faurina, histidina, arginina, asparagina 2.9
0,3-0,4 glieina, deide aspdrtico, serina 32,0
0,4-6,5 acido glutdnice, treonina 30,4
£,5-0,6 alanina, prolina 23,0
0,6-0,7 tirosina, triptofane 2.8
0,70,8 fenijalaning, metionina, valina 2,0
(,8.0,9 leucina, isolcucina 25

TABELA 2
Peor de D, L alanine livre em sucos de maracujd natural, preparedos no luboratdrie
Amostra Alanina livre N Alaninz livre N.e Alanina Hvre
n.° mg /100 ml mg /160 ml mg /108 ml

1 27,0 10 28,2 18 21,0
2 28,0 11 26,5 19 27,0
3 28,8 12 26,5 20 25,5
4 29,0 13 27,2 23 28,5

5 25,5 14 26,0 22 22,0

6 27,0 i5 27,0 23 26,0

1 26,0 16 26,2 24 25,5
8 28,5 17 26,0 | 25 26,8

9 28,0 %

#  Teor médio — 27,6 mg/100 ml.
TABELA 3

Recuperagio de D, L alaning adictonads o suco de maracuid

Amostra n°

Porcentagem de alanina recuperada

O e ST BS P

1010
98,5
98,0
98,0
99,5

Média

99,0
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TABELA 4
Eeprodutibilidade do métedo
Diluicdn do suco Valores enconirados
Amostra

e testemurho

) viv %o v/v T
1 2,0 1,9
2 5,0 4,8
3 14,0 9,4
4 15,0 15,0
5 25,0 25,2
B 50,0 48,0

Usande-se a técnica atrds deserita foram
colhidas para andlise fiscal 32 amosiras de
suce de maracuii integral exposto ac consumo
em cineo supermercados distintos, pertencentes
a sete produtores diferentes, sendo gue o pro-
duto I foi encontrado somente em guatro su-
permercados e o G, somente em trés, Todos
os produtos foram analisados pelo método des-
crito e os resultados encontram-se na tabela 5,
onde se relacionou o teor de D, L alanina
encontrade — coneentraciio do suco. Das 32
amostras analisadas, somente 8 eorrespon-
diam, de fato, a suco de maracujd integral.

Para nos certificarmos de gue o método pode
ser aplieado com relativa seguranca em ans-
lises ditas de {fiscalizacho, verificou-se a esta-
bilidade da D, L alanina no suco mantido em
condigoes ambientais, durante 3 meses, com
determinagéo do seu teor de 15 em 156 dias,
mas & variagio dos resultados obtidos apés
esse tempo ndo foi significativa,

Aproveitando o material disponivel, proce-
demos a uma anslise bromatologica dog sucos,
com pesquisza e determinacfes de alguns com-
ponentes como Cn, P ete. Os resuitados encon-
tram-se na tabela 6.

TABELA 5
Teor de D, L alanine lvre e porcentagem do suco de maracujd nofurel nes produtos
industriclizados
Amostra Marca do d,} alanina livre Porcentagem de
n.° produto mg /100 ml sueo suco natural
1 A 4,5 16,66
2 A b,5 20,37
3 A 6,0 22,22
4 A 7.5 20,77
5 A 84 29,63
o] B 27,0 1G0,060
7 B 30,8 111,11
& B 25,0 92,59
g B 26,0 92,29
0 B 28,0 108,70
1l C 18,0 66,66
12 C 15,0 55,55
13 c 14,0 51,85
14 C 16,0 59,26
15 C 11,5 64,81
16 D .5 27,77
17 D 8,0 29,63
18 D 8,5 31,48
19 D 8,0 29,68
20 D 7.0 25,92
21 B 18,0 76,37
22 E 20,0 C 14,07
23 E 20,5 75,92
24 B 21,0 79,77
25 ) 22,6 81,48
28 B 20,5 75,92
27 Iy 20,0 74,07
28 F 19,0 70,37
£9 ¥ 18,5 68,52
30 G 27,5 161,85
31 T 26,5 946,28
32 G 25,0 92,59
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TABELA 8

Composicio percentual ¢ determinagbes diversas no suce de maracujd noatural

Determina¢ies

Porcentagem (%)

Perds por aguecimento a 105°C m/v
Glieldios redutores, em glicose m/v
Glieidios n@io redutores em sacarose m/v
Acidez em solugde normal v/v

Cinzas, m/v

Tdpidies (subsidnciag soliveis em éter) m/v
Protidios m/v

Vitaminas C m/v

Calcio (em Ca) p/p

Fasfato (em P) p/p

Colina

Betaina

86,73
3,60
1,44
15,15
1,18
0,36
1,48
0,026
0,18
¢.025
ndo encontrada
nic encontrada

CONCLUSAO

Em funcio dos valores maximos e minimos
de D, L alanina encontrados, produtos comer-
ciaiy, apresentando concentracdes entre 94,00
e 107,00% de suco, devem ser considerados
ecomo genuinos.

A sensibilidade do método permite a deter
minagfio do contetdo do suco de maracujd em

produtos industrializados na eoncentracdo de
até 1,09 de suco.

O métedo apresentado é simples, reproduszi-
vel e realizdavel em laboratirios modestos, e
constitui uma ferramenta 1til em busca de
fraude em produtos de maracuji. Recomenda-
-ge, todavia, um estudo experimental colabo-
rative para a efetivacio do processo.
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ABSTRACT: Free alanine, a sfable natural component of passion-fruit was
separated from the aminecacids which were previously extracted from the passion-
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sensitivity of the method allows defection of free alanine in passion-fruit juices
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