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RESUMO GERAL

Industrias de alimentos geram grandes quantidades de residuos e subprodutos, os quais podem
ser nutricionalmente utilizados por conter quantidades expressivas de compostos bioativos.
Estes podem ser utilizados como aditivos alimentares naturais. A importancia dos aditivos
alimentares naturais esti crescendo devido a ampla utilizagdo e demanda por compostos
naturais em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos. O tomate (Lycopersicum
esculetum L.) € um dos vegetais mais consumidos no mundo, in natura ou processado, contém
quantidade elevada de compostos fendlicos e carotenoides, sendo o licopeno o principal
constituinte desse tltimo grupo, que fornece a cor vermelha ao fruto. Devido a estrutura quimica
do licopeno (C40Hse) ele age como um dos melhores supressores biologicos de radicais livres,
especialmente derivados de oxigénio. A quantidade de licopeno € cerca de trés vezes maior na
pele do tomate, e cinco vezes maior em residuos de tomate do que em outros produtos a base
de tomate. Portanto, os objetivos desse estudo foram caracterizar o subproduto da inddstria de
molho de tomate quanto a composicdo centesimal, perfil de dcidos graxos, fendlicos totais e
licopeno, bem como otimizar a extragao de licopeno utilizando-se de etanol, que é considerado
um “solvente verde”, como solvente extrator, e os valores foram comparados com a extra¢ao
utilizando solventes organicos (éter etilico e éter de petrdleo). A andlise centesimal mostrou
que o material € rico em nutrientes, com destaque para o alto teor de fibras dietéticas encontrada
nas cascas de tomate. Foram encontrados doze diferentes &4cidos graxos, com maior
concentragdo dos 4cidos insaturados linoleico e oleico. Os compostos fendlicos totais
encontrados nos residuos de tomate tiveram sua maior concentragdo encontrada na fragao das
sementes. O teor de licopeno apresentou um maior teor nas cascas de tomates isentas de
sementes, € a otimiza¢do multivariada da extragcdo deste composto utilizando etanol, obteve um
rendimento de quase 70% em comparacdo com a misturas de éteres. Contudo os residuos de
tomate, tanto as cascas como as sementes sdo fontes de nutrientes e de compostos bioativos, e
esses podem ser reaproveitados e utilizados como novos ingredientes para a industria de
alimentos ou utilizados para a extracdo e purificacdo de compostos bioativos.

Palavras chave: Subprodutos; Valorizacdo; Carotenoides; Andlise Multivariada; Acidos

Graxos.



ABSTRACT

Food industries produce large amounts of waste and by-products, which contain significant
amounts of bioactive compounds that can be used as natural food additives. The importance of
natural food additives is increasing due to a widespread use and demand for natural compounds
in food, cosmetics and pharmaceuticals. Tomato (Lycopersicum esculetum L.) is one of the
most consumed vegetables in the world, either in natura or processed. It contains high amounts
of phenolic compounds and carotenoids, the lycopene being the main constituent of the latter
group, providing the red color to the fruit. Due to its chemical structure, the lycopene (CsoHss)
acts as one of the best biological suppressors of free radicals, especially oxygen derivatives.
The amount of lycopene is approximately three times higher the skin, and five times in residues
when compared to other tomato products. Therefore, the objectives of this study were to
characterize the by-product of the tomato sauce industry regarding its chemical composition,
fatty acids profile, total phenolics and lycopene content, as well as to optimize the extraction of
lycopene using ethanol, which is considered a "green solvent", as the solvent extractor. The
results were compared with the ones obtained in an extraction using organic solvents (ethyl
ether and petroleum ether). The chemical composition analysis showed that the material is rich
in nutrients, highlighting the high dietary fiber content found in tomato’s peels. Twelve
different fatty acids were found, with a higher concentration of linoleic and oleic acids. The
total phenolic content found in tomato residues had their highest concentration found in the
seed fraction. The lycopene content was higher in seed-free tomato peels, and the multivariate
optimization of the extraction of this compound, using ethanol, presented a yield of almost 70%
compared to the ones that used ether blends. However, tomato residues, both the peels and the
seeds, are sources of nutrients and bioactive compounds and these can be reused as new
ingredients for the food industry or even used for the extraction and purification of bioactive

compounds.

Key words: By-products; Valorization; Carotenoids; Multivariate analysis; Fatty acids.
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INTRODUCAO GERAL

O tomate (Solanum lycopersicum L.) € um alimento versatil e sauddvel, que pode
ser consumido cru em salada ou como ingrediente em diversos alimentos como molhos e sopas.
Sendo a segunda hortalica mais consumida, ao lado da batata, a produ¢do mundial de tomate
em 2014, segundo o WPTC (World Processing Tomato Concil) foi de quase 40 milhdes de
toneladas; o Brasil lidera a producdo de tomate destinado ao processamento industrial na
América do Sul, porém o pais ocupa o sétimo lugar entre os produtores mundiais (MUNHOZ,
2016; BRITO; MELO, 2010). Estima-se que 77% da produg@o no pais seja destinada ao
consumo in natura e o restante € direcionado para o processamento de produtos industrializados
(SEADE, 2009).

O tomate contém compostos antioxidantes como vitamina C e E, carotenoides
(licopeno) e compostos fendlicos, principalmente flavonoides. Assim, o tomate ¢ uma
importante fonte de ingestao de compostos bioativos na dieta humana, e também pode ser uma
importante fonte de antioxidantes naturais para a industria alimenticia (HERRERA; CAMARA,
2010; PAPAIOANNOU; KARABELAS, 2012).

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que ha uma associag¢do positiva entre o
consumo de frutas, verduras e legumes com a reducao da taxa de mortalidade por doencas que
acometem o coracdo, incidéncia de cancer e outras doengas degenerativas. Esses beneficios tém
sido associados com a presenca de compostos bioativos nesses alimentos, como vitaminas,
carotenoides e compostos fendlicos. Além disso, os consumidores estdo cada vez mais
preocupados em consumir alimentos que tragam beneficios a saide (CERVANTES-PAZ et al.,
2014; KABIR et al., 2015; @STERLIE; LERFALL, 2005; RAO; AGARWAL, 1999).

Durante o processamento de tomate sdo gerados residuos, que consistem em cascas,
sementes e uma pequena quantidade de polpa. Cascas e sementes compreendem cerca de 2-5%
de massa do total processada para produtos de tomate e sdo normalmente utilizadas, como
subprodutos para a alimentacdo animal, ou ainda, simplesmente descartadas (KNOBLICH,
ANDERSON, & LATSHAW, 2005).

Esses residuos contém compostos nutricionais valiosos, principalmente fibras,
proteinas e compostos com acdo antioxidante (carotenoides, tocoferdis, compostos fendlicos,
terpenos, esterdis e vitamina C). Estudos comprovam que a concentracdo de alguns compostos
no residuo € maior do que na polpa ou no tomate in natura, e parecem ser capazes de suportar

os métodos de processamento industrial, sendo uma grande possibilidade de investimento para
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aplicacdo em alimentos (KALOGEROPOULOS et al., 2012; POOJARY; PASSAMONTI,
2015a).

O residuo de tomate tem potencial de ser recuperado e utilizado para diversas
aplicacdes alimentares. Estratégias de recuperacio proporcionaria diversas vantagens, uma vez
que estes residuos se acumulam em grandes quantidades durante a época de maturacdo do
tomate, o que pode impactar negativamente na natureza, com problemas de poluicao e um alto
custo para as industrias com o descarte adequado. Por isso, a utilizacdo desse material gerado
pode proporcionar a redu¢do de gastos para o descarte e o aproveitamento de compostos que
estdo presentes em todo o residuo e que pode ser reintroduzida no alimento (LAVELLI;
TORRESANI, 2011).

Residuo de tomate tem o potencial de ser explorado como um todo, ou usando as
suas fracdes: cascas e sementes. As sementes de tomate podem ser processadas para extragdo
do dleo e recuperacdo de proteina (SOGI, 2005). Enquanto que a casca também pode ser
explorada em relagc@o as proteinas, celulose e pectinas, entres outros compostos, podendo ser
utilizada para modular a absor¢do de 4gua, propriedades reoldgicas dos alimentos e aumentar a
quantidade de fibras em produtos alimenticios (FARAHNAKY et al., 2008).

O licopeno € um pigmento natural responsdvel pela coloragdo avermelhada de
muitos alimentos e animais. No tomate, no seus produtos e subprodutos o licopeno constitui
cerca de 90% dos carotenoides, entre os encontrados em pequenas concentragdes estdo o 3 -
caroteno e a luteina (MOTILVA et al., 2014; POOJARY; PASSAMONTI, 2015b). O licopeno,
entre outros, ¢ um composto que pode ser utilizado como um pigmento natural no tingimento
de varios produtos alimentares (CADONI et al., 1999; HERRERA; CAMARA, 2010; STRATI,;
OREOPOULOU, 2015), porém a recuperacdo de carotenoides a partir de subprodutos do
processamento de tomate depende do método de extracdo utilizado e de seus parametros de
operagdo. A extracdo com solventes organicos é o método mais utilizado para a recuperacao de
carotenoides em matrizes de origem vegetal (STRATI; OREOPOULOU, 2015); dentre os
solventes orginicos utilizados os mais frequentes sdo: hexano, acetona, metanol, tetra-
hidrofurano, acetato de etila e éter de petréleo (NUNES; MERCADANTE, 2006; POOJARY;
PASSAMONTI, 2015a). A utilizacdo desses solventes, entretanto, inviabiliza a incorporacao
do licopeno em produtos alimenticios pelo risco de toxicidade, devido a presenca de solvente
organico, que pode estar presente mesmo apds a evaporacao ou eliminacdo do mesmo.

Com base nos principios expostos acima, o presente trabalho teve como o objetivo
identificar e quantificar os nutrientes e os compostos bioativos (licopeno, 4cidos graxos e

compostos fendlicos totais) presentes em residuos do processamento de tomate para poder
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utilizar estes como um novo ingrediente para a inddstria de alimentos. E também otimizar a
extracdo de licopeno utilizando etanol como solvente verde para que o material possa ser
utilizado como um ingrediente natural para as industrias alimenticia e farmacéutica sem a

presenca de residuos toxicos de solventes, o que possibilitaria a utilizacdo deste.
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1. PRODUCAO DE TOMATES

O tomate (Solanum lycopersicum L.) é uma das cultivares com maior aceitacao de
consumo no mundo (CAMARGO, 2006), sendo amplamente consumida na dieta mediterranea.
A recomendac¢do de consumo do tomate in natura, ou de seus produtos derivados, € estimulada
por pesquisas que apontam a presenca de substincias e nutrientes que contribuem para a
nutri¢do humana, e para o papel preventivo de doencas cronicas (BORGUINI, 2002).

O fruto do tomate é basicamente composto pelo pericarpo e pela polpa, que é
constituida pela placenta e pelo tecido locular. Os l6culos s@o envolvidos pelo pericarpo e
incluem as sementes, que sio cercadas por membranas gelatinosas. O exocarpo conhecido como
a pele, e o mesocarpo € uma estrutura unicelular que divide os l6culos e formam o pericarpo
(CLEMENTE; BOITEUX, 2012).

A producdo de tomate no Brasil para o processamento industrial, teve inicio em
Pernambuco, no final do século XVIII, a partir da década de 1950, alavancado pela
industrializacdo e processo de implantacdo das agroindustrias, a cultura de tomate passou a se
desenvolver no Estado de Sao Paulo. Atualmente, a produgdo agricola de tomate no Brasil tem
maior importancia nas regides do Sudeste e Centro-Oeste. Em 2008 o Estado de Goids detinha
a maior participa¢do na producdo nacional (29,7%), seguido por Sao Paulo (19,9%) e Minas
Gerais (12,0%), que juntos concentram cerca de 60% do total produzido no pais. Hoje o Estado
de Goids € lider na producdo de tomate no pais, responsavel por mais de 70% do volume
nacional e tendo a maior drea plantada do pais, cerca de 23% e com uma produgao superior a 1
milhdo de toneladas (SILVA; GIORDANO, 2000; BRITO; CASTRO, 2010; DIEESE, 2010;
IBGE, 2011; MUNHOZ, 2016).

A producgdo de tomates para processamentos industriais na América do Sul é
liderada pelo Brasil, sendo, também, o maior consumidor de seus derivados (BRITO; MELO,
2010), o que implica na geracao de uma grande quantidade de residuos, que consiste em casca,
sementes e pequena parte da celulose, que sdo conhecidos como polpa de tomate. O rendimento
da transformacdo industrial de tomate para producdo de polpa pode variar entre 95 € 98%, o
que significa que cerca de 3% de residuos sdo gerados e parte destes € utilizado como
subprodutos (DEL VALLE; et al. 2006).

O tomate produzido para fins industriais € transformado em polpa de tomate
concentrada, Figura 1, que € reconstituida ao longo do ano, principalmente durante a
entressafra, para a fabricacdo dos produtos a base de tomate. A polpa de tomate concentrada é

resultado da concentracdo do suco de tomate apds a remocdo da pele e sementes, que consiste
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na extracdo do suco através dos processos de despolpamento e refinacdo, ou seja, extragdo do
suco de tomate da polpa aquecida e remocdo da pele e sementes em extratores com peneiras
metalicas rotativas (KOH; CHAROENPRASERT, 2011; SANCHEZ et al., 2012). A escolha
do tamanho das peneiras de refinagdo estd associada a textura desejada a polpa concentrada
final (MUNHOZ, 2016). A processo continua e a polpa passa por um novo tratamento térmico
e resfriada para ser envasada (HAYES; SMITH; MORRIS, 1998; BRASIL, 2015; MUNHOZ,
2016).

Atualmente os subprodutos que sdo gerados a do processamento industrial de
tomate sdo destinados principalmente a alimentacdo animal, porém as altas demandas da
producdo podem gerar acumulo de residuos, representando um problema econdmico e
ambiental para as industrias. Estudos tém sido realizados sobre o potencial da utilizacao de
subprodutos de origem vegetal para a sua inclusao na dieta humana, o que poderia reduzir os
custos industriais com o descarte e justificar novos investimentos em equipamentos (LARIO et
al.,2004). Estes novos ingredientes podem ser de grande interesse para a indudstria alimentar,
farmacéutica, quimica e indudstrias de cosméticos.

O material derivado do processamento industrial de tomate estd a aumentar
anualmente, estima-se que a Itdlia, que € um dos maiores produtores mundiais, produz cerca de
200.000 toneladas de residuos de processamento de tomate por ano, enquanto a producdo

mundial € mais do que 1.200.000 toneladas (ZUORRO; FIDALEO; LAVECCHIA, 2011).
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Figura 1. Fluxograma geral do processamento da polpa concentrada e da geracdo de peles e

sementes (MUNHOZ, 2016).
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2. COMPOSTOS BIOATIVOS DE TOMATES

A diferenca entre estes compostos bioativos e os nutrientes € que estes compostos
ndo sdo essenciais para a satde, mas melhoram a satide e protecdo quando estdo presentes no
nosso organismo. Os compostos bioativos importantes presentes no tomate sdo os carotenoides,
flavonoides, fendis, dcido ascérbico (vitamina C) e tocoferol (vitamina E) (FERNANDEZ-
GARCIA, 2014), estes compostos em sinergia exercem efeitos positivos para a saide humana
através de diferentes mecanismos. Consequentemente frutos de tomate sdo cada vez mais
considerados como "alimentos funcionais". Além da polpa do tomate, as cascas e as sementes
sdo caracterizadas por elevados teores de licopeno e fendlicos (ILAHY, 2016).

O tomate € a principal fonte de licopeno na dieta humana, sua composicdo em
carotenoides € de cerca de 80-90% de licopeno e 7-10% de B-caroteno. Além disso, residuos
do processamento de tomate também apresentam altos teores de carotenoides, compostos
fendlicos e elevada capacidade antioxidante. Os polifendis presentes no tomate sao
principalmente 4cidos fendlicos, como o 4cido gélico e flavonoides como a rutina e a

naringenina (FRUSCIANTE et al., 2007).

2.1. CAROTENOIDES -LICOPENO

Os carotenoides sdo pigmentos naturais responsdveis pelas cores de muitos
alimentos, variando do amarelo até o vermelho. Esses compostos sdo formados basicamente
por oito unidades isoprénicas, totalizando 40 carbonos, com algumas exce¢des. Podem ser
divididos em dois grupos de acordo com a estrutura, sendo denominados carotenos quando
apresenta apenas carbono e hidrogénio em sua estrutura e xantofilas quando hd a presenca de
oxigénio na estrutura.

Os carotenoides possuem um sistema de ligacOes duplas, essas ocorrem na forma
trans ou cis, de maneira geral a isomerizacao trans-cis € a primeira reacao que ocorre para a
degradag@o dos carotenoides. Sdo compostos notdveis por possuirem grande distribuicdo na
natureza, estruturas quimicas e fungdes diversas (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

O licopeno (CsoHse) pertence ao subgrupo dos carotenoides ndo oxigenados, sendo
caracterizado por uma estrutura aciclica e simétrica contendo onze ligacdes duplas conjugadas,
arranjada linearmente (figura 2). Além das ligacdes duplas conjugadas, possui duas ligacdes

duplas ndo conjugadas, o que lhe oferece maior reatividade (RAO, 2002). Devido a sua
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estrutura quimica, o licopeno figura como um dos melhores supressores bioldgicos de radicais
livres, especialmente aqueles derivados do oxigénio(ARIAS et al., 2000; RAO; AGARWAL,
1999).

Figura 2. Estrutura quimica do licopeno.

O licopeno no tomate, em média, constitui cerca de 80-90% do teor total em
carotenoide (SHI; LE MAGUER, 2000). O teor de licopeno presente na fracdo de pele de
tomate encontrada em residuo € cerca de 5 vezes maior do que na polpa (PAPAIOANNOU;
KARABELAS, 2012). A grande variacdo no teor de licopeno das cultivares é atribuida
principalmente a fatores como a prépria cultivar, a nutri¢do das plantas, e o meio ambiente, que
juntos podem afetar significativamente a biossintese de carotenoides (FRUSCIANTE et al.,
2007).

Os beneficios do tomate e seus produtos t€m sido atribuidos principalmente ao
conteido de licopeno, o qual embora desprovido de atividade pré-vitamina A possui uma
excelente capacidade antioxidante (ABUSHITA et al., 2000). Sua func¢do antioxidante estd
associada com a reducdo do risco de cancer de pancreas, mama e prostata, tanto in vitro como
in vivo. Estudos epidemiolégico sugere que o licopeno pode ter efeitos anticancerigenos e
antiaterogénicos (OMONI; ALUKO, 2005). Ha evidéncias que o licopeno tem um papel
significativo na preven¢do de doencas cardiovasculares (ARAB; STECK, 2000; CUEVAS-
RAMOS et al., 2013) e nas doencas corondrias (CLINTON, 1998). Ele também exibe uma
potente atividade anti-inflamatéria (RAFI; et al. 2007).

Segundo Rao e Shen (2006), um consumo entre Smg e 10mg de licopeno por dia é
suficiente para a obtencdo dos beneficios dessa substancia. Outros autores sugerem a ingestao
de 4mg/dia de carotenoides, ndo excedendo 10mg/dia. Ja para Rao e Agarwal (1999), o
consumo médio desse antioxidante deveria ser de 35mg/dia. Ressalta-se que essas dosagens sao
sugeridas para a populacdo sadia. Rao e Shen (2006), sugerem que a necessidade desse

antioxidante esteja aumentada em algumas doencas, sendo necessério um estudo detalhado para
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determinar sua quantidade e seus efeitos. H4 discordancia no que diz respeito as recomendagdes
nutricionais de ingestdo de licopeno; dessa forma, necessita-se de mais estudos para que essa
recomendacdo atenda as necessidades humanas. Rodriguez -Amaya, 1999, encontrou em
tomates, cultivado em Sdo Paulo, licopeno na concentracdo de 31+20ug.g™ de produto fresco,
enquanto Brawley, 2000, verificaram a presenca de 4,20mg de licopeno por 100g do tomate
fresco.

Durante o processamento térmico de tomate hd o aumento nos teores medidos de
licopeno, isso se deve ao fato de a maior parte de licopeno estar localizada no pericarpo externo
e na pele, junto a por¢do de fibra insolivel do tomate. E durante o tratamento térmico, o
rompimento das membranas e paredes celulares libera o licopeno solubilizando-o e tornando-o
mais acessivel para extracdo (ALVES, 2009; DEWANTO; et al., 2002).

Os carotenoides presentes no tomate durante o processamento estdo sujeitos a
degradacdo e a isomerizacdo, originalmente o licopeno estd na forma trans e quando sao
isomerizadas vao para a estrutura cis, que apresenta uma coloracdo vermelha menos intensa.
Estes processos dependem de alguns fatores como: disponibilidade de oxigénio, baixa atividade
de 4gua, alta temperatura, presenca de ions metalicos, presenca de antioxidantes e exposi¢cao ao
calor, luz e 4&cidos (SHI; MAGUER, 2000; HAYES; SMITH; MORRIS, 1998;
MOTAMEDZADEGAN; TABARESTANI, 2011).

O licopeno é normalmente extraido usando solventes organicos tais como o hexano,
acetona, etanol, cloroférmio, éter de petréleo, tetra-hidrofurano (NAVIGLIO, CARUSO et al.,
2008, SADLER et al., 1990, VAN DEN BERG et al., 2000, XU & PAN, 2013). A mistura de
solventes como hexano/acetona ou a mistura de solventes hexano/acetona/etanol sdo as mais
frequentemente utilizadas (LIN; CHEN, 2003, TAUNGBODHITHAM et al., 1998), porque a
recuperagdo e estabilidade do licopeno extraido utilizando estas misturas € superior em
comparacao a outros solventes (BARBA et al., 2006, TAUNGBODHITHAM et al., 1998).

Estudos também vém demonstrando, que o licopeno pode ser extraido usando
métodos alternativos de extracdo, tais como a extracdo assistida por ultras-som, extragdao
assistida por micro-ondas, extracdo com fluido supercritico ou a extracdo enzimadtica, (EH;
TEOH, 2012, FANTIN et al., 2007, LIANFU; ZELONG, 2008, ZUKNIK et al.,2012).

A utilizagdo de solventes organicos inviabiliza a incorporacdo do licopeno em
produtos alimenticios ou farmacéuticos, pelo risco da presenca de residuos de solventes, mesmo
apos a eliminacdo do mesmo, apresentando assim apenas finalidade analitica. Por isso, propde-
se tratar os residuos com métodos de extragdo menos poluentes e mais baratos, o que permitird

reduzir os gastos e permitir o emprego do material.
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2.2.CoMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos s@o substancias encontradas na natureza, sendo que mais
de 8000 compostos fendlicos ja foram detectados em plantas. Podem ser pigmentos ou produtos
do metabolismo secunddrio, normalmente derivado de reacdes de defesa das plantas. De acordo
com Soares (2008) os compostos fendlicos podem ser definidos como um conjunto de
substancias heterogéneas, que apresentam na sua estrutura VvAarios grupos benzénicos
caracteristicos, tendo como substituintes grupamentos hidroxilas.

O contetdo de fendlicos dos vegetais estd diretamente relacionado a sua capacidade
antioxidante, pois maior parte destes compostos podem atuar na neutralizacdo ou sequestro de
radicais livres, gerando intermedidrios estdveis devido a a estrutura molecular (SOUSA et al.
2007). Atuam como antioxidantes, ndo somente pela sua habilidade em doar hidrogénio ou
elétrons, mas também por seus radicais intermedidrios estdveis, que impedem a oxidagao de
varios ingredientes do alimento e acdo de radicais livres no organismo, (BRANDWILLIAMS,
et al., 1995; TREMOCOLDE, 2011).

A presenca de flavondides no tomate sdo importantes para conferir beneficios a
saude, como a atividade antioxidante (TAKEOKA et al., 2001). Algumas variedades de tomates
contém grandes quantidades de flavondis, principalmente a quercetina (CROZIER et al., 1997).
Flavondis e flavonas sao de particular interesse como potenciais antioxidantes e verificou-se
que possuem capacidade antioxidante e de eliminag@o de radicais livres em alimentos e o seu

consumo € associado com um risco reduzido de cancer (GEORGE et al., 2004).

2.3. FIBRAS

De acordo com o CODEX (2008) fibra alimentar é constituida de polimeros de
carboidratos com dez ou mais unidades monoméricas, que ndo sao hidrolisados pelas enzimas
endégenas no intestino delgado e que podem pertencer a trés categorias: polimeros de
carboidratos comestiveis, que ocorrem naturalmente nos alimentos na forma como sio
consumidos; os obtidos de material cru por meio fisico, quimico ou enzimético; e polimeros
sintéticos com efeito fisioldgico comprovado. A fibra pode ser classificada também em fibras
insoliveis (lignina, celulose e hemiceluloses) e fibras soliiveis (pectinas, beta-glucanas, gomas

de galactomanano, e oligossacdridos ndo digeriveis, incluindo inulina).
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O interesse pela fibra na alimentacdo humana surgiu do trabalho de Burkitt (1974),
que estudou a relagdo entre a ingestao inadequada de fibra e o aumento progressivo de doengas
degenerativas, nas sociedades desenvolvidas. A ingestdo de quantidades adequadas de fibra
alimentar produz efeitos benéficos no trato digestivo, tais como a regulacio da fun¢ao intestinal,
melhoria da tolerancia a glicose em pacientes diabéticos, ou prevencdo de doencgas cronicas
como o cancer do célon (TEIXEIRA; PICOLLI; HELENA, 2016; MONGEAU, 2003; PEREZ
JIMENEZ et al., 2008).

Além disso, as fibras soliveis influenciam no nivel de gordura e arteriosclerose em
humanos e animais (YAMADA, 1996; KACZMARCZYK et al., 2012). Diversos estudos in
vivo tém demonstrado que a ingestdo de fibra insolivel de frutas e vegetais pode produzir a
diminuicao significativa da concentracao plasmatica de colesterol, o que implica na diminui¢ao
do risco de sofrer doenga cardiovascular, diabetes e obesidade. Também, uma atividade de
regulacio do sistema imunolégico tem sido atribuida ao consumo da fibra dietética
(TEIXEIRA; PICOLLI; HELENA, 2016).

Quando se avalia fibras em residuos industriais de tomate temos a faixa de 60 a
70% do peso seco, estes residuos cont€ém outros compostos nutricionais valiosas, como
proteinas e lipideos. Nas cascas de tomate a composi¢ao de fibras é aproximadamente 80% de
fibra dietética total, sendo a fibra insolivel o componente principal, os autores também
demonstram que a fibra de tomate, obtida das cascas de tomate, sdo consideradas fonte de fibra,
de acordo com regulamento 1924/2006, pois o contetiido de fibras ultrapassa a quantidade de
3g.100g™" de produto (HERRERA; CAMARA, 2010).

Para suprir a demanda por compostos naturais e alimentos funcionais para o
consumo, faz se necessario explorar novas matérias-primas, com uma composi¢cao equilibrada
de fibras e contendo compostos bioativos. Os residuos de tomate gerados podem ser utilizados
como um ingrediente alimentar para ser usado em alimentos funcionais, uma alternativa para o

enriquecimento de fibras e manutencdo da colora¢do em produtos alimentares comerciais.

2.4.0leo de Tomate

Os lipidios sao os macronutrientes importantes para a dieta humana, as quantidades
elevadas podem ser encontradas em sementes de plantas distribuidas em muitas regides do

mundo. Eles podem proporcionar 6leos com uma elevada concentracdo de &acidos graxos
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poliinsaturados, que apresentam prevencdo de doencas cardiovasculares através de vérios
mecanismos (LOPEZ—MIRANDA ET AL., 2006).

De acordo com George, 2004, o 6leo proveniente de sementes de tomates € uma
boa fonte de compostos fendlicos. Os compostos fendlicos estdo associados aos beneficios a
saude, que sdo promovidos pelo seu consumo frequente, incluindo a protecdo das membranas
celulares e das lipoproteinas (HECK; MEJIA, 2007). Apresentam 4cidos graxos que também
pode oferecer uma protecdo indireta ativando sistemas de defesa enddgenos, modular os
processos de sinalizagdo celular e o seu uso estd relacionado a prevencao de doengas. Esterdis
sdo outros componentes importantes de 6leos de sementes de plantas, que exibem propriedades
para baixar o colesterol do soro e podem ser potentes antioxidantes (CHEN et al., 2000; YANG
et al.2003).

As sementes de tomate geradas como um subproduto da industria de processamento
de tomate contém grandes quantidades de 6leo, com um potencial de produzir mais de 14
milhdes de toneladas de 6leo de semente de tomate a cada ano no mundo (SHAO et al., 2012).
Oleo de semente de tomate sdo constituidos por 4cidos graxos insaturados, com elevado teor de
acido linoleico e 4cido oleico (SHAO et al., 2013), estes compostos foram comprovados na
prevencdo de trombose e aterosclerose, do colesterol elevado, e na dilatacio dos vasos
sanguineos (ROCHE, 1999). O 6leo de semente de tomate apresentou maior atividade
antioxidante do que os d6leos comestiveis comerciais comuns, como azeite de oliva e o 6leo de
soja (SHAO et al., 2012).

De acordo com Shao (2015) o 6leo de semente de tomate tem um excelente perfil
lipidico, estabilidade térmica, comparado com o 6leo de améndoas e 6leo de soja. A presenca
de compostos com capacidade antioxidante foi provavelmente o componente mais importante
para a alta estabilidade térmica do 6leo de semente de tomate. E o trabalho também comprova
que o 6leo de tomate pode ser utilizado como 6leo comestivel, pois todos os valores das
propriedades fisico-quimicas do 6leo estiveram dentro do intervalo apresentado na norma do
CODEX para 6leos vegetais (chamados CAC, 1999), que demonstraram que o 6leo de sementes
de tomate pode ser utilizado como 6leo comestivel e ingredientes para novos produtos.

De acordo com Shao (2015), as sementes de tomate geradas como um subproduto
da industria de processamento de tomate contém cerca de 20,0 a 36,9g de 6leo por 100g de
semente (em base seca). E existe um potencial de produzir mais de 14 milhdes de toneladas de
6leo de semente de tomate a cada ano no mundo (SHAO et al., 2012), uma vez que as sementes

representam metade do material gerado com producgdo de polpa de tomate que possuem um

rendimento na faixa de 95 a 97% (KNOBLICH; ANDERSON; LATSHAW, 2005).
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3. RESIDUOS E SUBPRODUTOS

Agroindistrias estdo experimentando um aumento no seu crescimento em todo o
mundo e a producdo de residuos agroindustriais por diferentes partes do mundo estd
aumentando. No Brasil, no ano de 2012, foram gerados 350 bilhdes de toneladas de residuos
agroindustriais (VIRMOND et.al, 2013).

Os residuos industriais sdo os produtos finais da producdo priméria que nao foram
reutilizados, reciclados ou reaproveitados, com os valores econdmicos menores do que o custo
do produto, e por isso sdo descartados. Estes poderiam ser considerados como produtos
secunddrios, ou subprodutos, havendo tecnologia para a conversdo em matérias utilizdveis, e
com custo final maior do que os do processamento. Nesse caso se tornam um recurso adicional
para aumentar disponibilidade de matérias-primas naturais existentes e diminuir a descarga para

o meio ambiente (HAMZA, 1989).

3.1. POTENCIAL DOS RESIDUOS DE TOMATE E APLICACOES DOS SUBPRODUTOS

A gestao dos subprodutos de tomate € considerada um problema enfrentado pelas
empresas de processamento, devido ao custo para o descarte correto, ou na utilizacdo de
produtos com baixo valor agregado, principalmente para a alimentacdo animal, verificando-se
consumo da ordem de 4 a 5 kg/animal/dia e inexisténcia de casos ligadas a problemas sanitarios
(CAMPOS, 2005; LIMA; LIMA, 1995) ou como fertilizante (KNOBLICH; ANDERSON;
LATSHAW, 2005). Estes constituem uma fonte promissora de compostos que podem ser
utilizados pelas suas propriedades nutricionais e potencial biologico; atualmente, os residuos
de processamento de tomate sdo usados como subprodutos, mas a abundancia de licopeno
destes residuos indica a possibilidade de utiliza-la como fonte sustentdvel, alternativa e de baixo
custo deste pigmento (POOJARY; PASSAMONTI, 2015a).

Residuos de polpa de tomate € um subproduto obtido durante o processamento da
polpa de tomate, e sdo considerados como uma fonte rica em licopeno (CHIU et al., 2007;
WANG; CHEN, 2005). Os tomates contém cerca de 30-400mg.kg” de licopeno na polpa e
cerca de 20-30mg.kg” nas cascas (NAVIGLIO; CARUSO et al., 2008). A quantidade de

subprodutos pode variar, dependendo da variedade do tomate e das técnicas de processamento
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industrial. A concentracdo de licopeno sendo mais alta no pericarpo de tomate, é vantajoso
utiliza-lo como fonte deste pigmento (WANG; CHEN, 2005).

Uma das alternativas para a explorac¢do do residuo industrial de polpa de tomate é
a separacdo de peles e sementes para sua posterior utilizacdo (figura 3). Sementes de tomate
podem ser processadas para a extracdo de 6leo e recuperacdo de proteina (SOGI, 2005). Pele
de tomate € considerada como uma fonte util de licopeno, além de servir fonte de
micronutrientes com beneficios para a satide, e podemos utilizar o licopeno extraido como um
aditivo e antioxidante alimentar natural (VITA, 2007). Na industria de alimentos, o licopeno é
utilizado como um aditivo alimentar para conferir cor, aumentar a estabilidade de
armazenamento (efeito antioxidante) e beneficios nutricionais. Devido a sua cor forte, nao
toxicidade e solubilidade em gordura, ele também € usado como um corante alimentar natural
(NAVIGLIO et al., 2008).

Mesmo com a discordancia sobre a ingestdo de licopeno e carotenoides sabemos
que a incorporagado de partes dos residuos industrial da polpa de tomate em produtos aumentaria
a oferta de carotenoides, proporcionando todos os beneficios que esse composto fornece
(REBOUL et al., 2005). Por isso a aplicabilidade desses compostos vem sendo cada vez mais

investigada.
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Figura 3. Amostras: A - Residuo Industrial de tomate, B- Casca de tomate apds o processo de

separacdo, C- Semente de tomate apds processo de separacio; D - Casca de tomate liofilizada

e moida.

Enriquecimento do molho de tomate com a casca do tomate € uma opcao
interessante para o aumento da ingestdo de carotenoides, licopeno e B-caroteno (REBOUL et
al., 2005). Uma abordagem alternativa € a utilizagdo de pele de tomate em po integral.
Farahnaky (2008) relatou que o p6 da pele também proporciona proteinas, celulose e pectinas,
representando, assim, um bom candidato a ser usado para modular a absor¢do de agua e
propriedades reoldgicas dos alimentos, com efeito benéfico a utilizacdo de pé de pele na

formulacdo de ketchup, melhorando assim as suas propriedades texturais.



35

Doménech- Asensi (2013) realizou testes usando licopeno ou matrizes de licopeno
enriquecido como aditivo na carne e produtos de carne crua, como mortadela, salsichas,
salsichas frescas, salsichas fermentadas, hamburgueres, carne picada, carne picantes. Este
estudo demonstrou que a presenga de licopeno leva a uma melhor cor em produtos alimentares,
uma melhor qualidade nutricional, a oxidagdo de lipidios reduzida e maior estabilidade durante
o periodo de vida de prateleira.

A aplicacdo de residuos de tomates para a extragdo e produgdo de pectina tem sido
estudo por Nin et al. (2016) que visa a aplicacdo para processamento de alimentos e industrias
de conservas, uma vez que o perfil quimico, propriedades reoldgicas e caracterizacao estrutural
de pectinas extraidas, apresentam caracteristicas para o desenvolvimento de uma nova geragao
de inibidores de corrosao, e os residuos de tomates s@o uma fonte adequada para o isolamento
dessas pectinas.

Barros, Grimaldi e Cabral (2017), utilizaram residuos industriais do processamento
de tomate junto com a polpa de abacate para desenvolveram 6leo do fruto rico em licopeno,
obtido por extrac¢do supercritica simultanea, onde dleo extraido do abacate foi usado como um
co-solvente na extracdo de carotenoides, obtendo um produto enriquecido com licopeno e com
potencial de valor comercial.

Portanto, atualmente a maior parte do residuo gerado € utilizado como subproduto
para a alimentagao animal, porém o estudo de aplicabilidade desses compostos vem sendo cada
vez mais estudada para realizar a utilizacdo desses que apresentam grande potencial para ser
utilizados como produtos com maior valor agregado e aumentar a alegacdo a saide desses ao

consumidor.
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RESUMO

O processamento de tomate gera uma grande quantidade de residuo de tomate, esse
¢ comercializado como um subproduto de baixo valor que é usado principalmente para
alimentacdo animal, fertilizantes ou descartado. Esse material consiste em cascas e sementes
que apresentam um alto teor de compostos bioativos. Neste trabalho, foram caracterizadas
fibras totais, insoldveis e soldveis, macronutrientes (proteinas, cinzas, lipideos), a quantificacdao
de licopeno, o perfil de 4cidos graxos e o teor de compostos fendlicos. Os resultados obtidos
neste estudo revelam que o residuo, tanto as cascas quanto as sementes sao ricos em compostos
bioativos e estes podem ser utilizando como fonte de nutrientes e como ingrediente alimentar
de novos alimentos funcionais, aumentando a ingestdo de fibra insoldvel na populacdo e de

compostos bioativos, que promovem a sadde.

Palavras-chave: Compostos biativos; Licopeno; Fibras dietéticas; Compostos

fendlicos; Acidos graxos.
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1. INTRODUCAO

O processamento industrial de frutas e legumes gera grandes quantidades de
subprodutos que podem ser reciclados ou reutilizados pela inddstria de alimentos, cosméticos,
ou farmaceéutica, pois servem como fonte de compostos bioativos valiosos. Dentro de todos os
legumes, o tomate (Solanum lycopersicum L.), € consumido tanto como uma fruta crua ou como
um produto transformado, é a segunda hortalica mais importante do mundo e um dos mais
importantes componentes da dieta mediterranea (FAOSTAT, 2005).

Os residuos industriais sdo os produtos finais da produg@o primdria que nao foram
reutilizados, reciclados ou reaproveitados, com os valores econdmicos menores do que o custo
do produto, e por isso sdo descartados. Estes poderiam ser considerados como produtos
secunddrios, ou subprodutos, havendo tecnologia para a conversao em matérias utilizaveis, e
com custo final maior do que os do processamento. Nesse caso se tornam um recurso adicional
para aumentar disponibilidade de matérias-primas naturais existentes e diminuir a descarga para
o meio ambiente (HAMZA, 1989). A gestdo de residuos de tomate € considerada um problema
importante enfrentado por empresas de processamento, pois geram grandes custos para o
descarte adequado, uma vez que os residuos ndo podem ser descarregados para o meio
ambiente, pois a eliminagdo direta do material representa uma causa de poluicao ambiental e
também uma importante perda de biomassa que poderia ser utilizada para a produgdo de
diferentes produtos de elevado valor. Uma parte desse material € usada como subprodutos,
principalmente para a alimentacdo animal ou fertilizante (KNOBLICH; ANDERSON;
LATSHAW, 2005).

Os compostos bioativos presentes no tomate, nos produtos industriais € nos
subprodutos incluem polifendis, carotenoides, esteroides, dcidos graxos e produtos com
capacidade antioxidante como relatado por Kalogeropoulos (2012), e estes sdo capazes de
suportar os métodos de processamento industrial, no entanto, este conteudo pode variar,
dependendo principalmente da variedade do tomate, método de processamento industrial.

Estudos em geral, ttm mostrado que a presenca de licopeno em produtos
alimentares proporciona melhor cor, qualidade nutricional, oxidacdo de lipidios reduzida e
maior estabilidade durante o periodo de vida de prateleira (DOMENECH-ASENSI et al. de
2013). Além de licopeno, o p6 da pele de tomate também proporciona proteinas, celulose e
pectinas, representando, assim, um bom candidato a ser usado para modular a absor¢do de dgua

e propriedades reoldgicas dos alimentos (HERRERA; CAMARA, 2010). J4 as sementes de
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tomate podem ser processadas para extracdo de 6leo e recuperacao de proteina (SOGI, 2005).
De acordo com Shao (2015), hd um potencial para producdo de cerca de 0,14 milhdes de
toneladas de 6leo de semente de tomate a cada ano no mundo, esse possui um alto teor de dcidos
graxos, principalmente o dcido linoleico e 4cido oleico, compostos estes, que podem trazer
beneficios para a saide e que apresenta um potencial para ser produzido na indistria como 6leo
comestivel.

Os residuos de processamento de tomate que atualmente sdo descartados ou
comercializados com baixo valor agregado, apresentam um alto teor de compostos bioativos, o
que torna uma perspectiva promissora e uma fonte alternativa e de baixo custo de ingredientes
alimentares e nutrac€uticos naturais. Diante disso o trabalho tem o objetivo de identificar e
quantificar os compostos bioativos presentes no residuo industrial proveniente do

processamento de tomate.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.OBTENCAO E PREPARO DE MATERIA-PRIMA

Os residuos de tomates utilizados para o trabalho foram fornecidos por duas
industrias brasileiras, uma localizada no Estado de Sdo Paulo, resultado de dois
processamentos, realizados no més de agosto de 2015 e de setembro de 2016, onde a variedade
H9553 representa o maior volume colhido do tomate, e outra no Estado de Goids, proveniente
de dois processamentos realizados no més de outubro de 2015 e de 2016, utilizado na sua
maioria o tomate de variedade N-901. O residuo industrial proveniente do processamento de
tomate foi separado em cascas e sementes, através de um sistema separador de sementes e peles
de frutos em geral, que ocorre por decantagdo e flotacdo em dgua e interligado a dispositivos
de filtragem (patente 0400613-5 A, Gumerato et al, 2001). As cascas e as sementes separadas,
foram liofilizadas, moidas e mantidas a -80°C até o momento das andlises. Para a analise
centesimal foi utilizado o residuo, as cascas, e as sementes de tomates; o teor de licopeno foi
realizado no residuo e as cascas de tomate, a quantificacdo de 4cidos graxos nas sementes € a
determinagdo de compostos fendlicos totais nas cascas e sementes de tomates. Para extracdo e
isolamento do padrdo de licopeno foi utilizada melancia (Citrullus lanatus), adquirida no

mercado local de Campinas-SP.



49

2.2.ANALISE CENTESIMAL

Ap6s a secagem por liofilizacdo o material foi caracterizado em termos da sua
composi¢do centesimal, sendo os resultados foram expressos em porcentagem em base seca. O
teor de fase etérea foi determinado de acordo com o método 948.22 (AOAC, 2012), extracdo
em Soxhlet com éter de petréleo por 8h. A proteina foi determinada de acordo com método
oficial publicado pela Associagdo de Quimicos Analiticos Oficiais 920.152 (AOAC, 2012),
micro Kjedahl. O teor de cinzas foi determinado de acordo com o método 940.26 (AOAC,
2012), incineracdo em mufla a 550°C até peso constante. Para a estimativa da fibra dietética, as
amostras foram moidas finamente, o contetido de fibra dietética total (TDF), fibra insolivel
dietética (IDF) e fibra dietética soldvel (SDF) foram determinados pela metodologia da AACC
n° 32-07.01 (AOAC, 2012).

2.3. ANALISE DO TEOR DE LICOPENO

2.3.1. PREPARO DE AMOSTRA E PROCESSO DE EXTRACAO

O residuo industrial de tomate e as cascas, apds a separagdo, foram utilizados para
a extracao de licopeno, o processo foi realizado com 15 mL da mistura de éter etilico: éter de
petréleo (50:50) (v/v), pesado 0,3 g amostra liofilizada, em tubos de 50 ml, submetidos ao
banho com a temperatura controlada em 30°C, e agitagdo de 225 rpm, o processo foi realizado
com 4 extracdes de 30 minutos cada. Os extratos foram combinados e aferidos para 100 mL,

para a posterior andlise de identificacao e quantificagdo por HPLC.

2.3.1. EXTRACAO, ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DO PADRAO DE LICOPENO

Para o isolamento do padrdo de licopeno , foi pesado cerca de 10 g de melancia (in
natura), a mesma foi extraida exaustivamente com a acetona e celite seguindo, de acordo com
o procedimento descrito por Rodriguez-Amaya (2001), onde o extrato foi particionado em 100
mL de uma mistura de éter de petrdleo e éter etilico (1:1) (v/v),, e a mistura foi lavada com
excesso de dgua. A fragdo aquosa foi descartada e a fracdo etérea foi adicionado 100 mL de
uma solucdo 10% de KOH em metanol e essa mistura foi mantida por 16 h (overnight) ao abrigo

de luz, a temperatura ambiente (25 °C). Ap0s esse periodo, os extratos foram particionados em
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50 mL de mistura de éter de petrdleo e éter etilico (1:1) (v/v), e lavados com dgua para a retirada
do KOH. A fracdo aquosa foi descartada e a fracdo etérea foi concentrada em evaporador
rotativo com uma temperatura de 30 °C e pressao reduzida. O extrato seco foi dissolvido com
o minimo possivel de éter de petréleo e adicionado em coluna aberta (2 cm de didmetro interno
x 15 cm de altura), contendo uma mistura de 6xido de magnésio/celite (6:4) com uma camada
cerca de 2 g de sulfato de sédio anidro. A partir desse ponto o extrato oriundo da amostra foi
eluido para isolar e purificar o licopeno.

Para a identificac@o e quantificacdo do padrdo de licopeno, a fracdo foi submetida
a espectroscopia de UV-visivel, FLUOstar Omega (BMG LABTECH, Germany), 472 nm, para
a confirmacao do espectro caracteristico e injetada em um instrumento UPLC-DAD para andlise
da pureza e quantificagdo. O padrdo de licopeno foi utilizado para construir a curva de

calibracdo e de validagdao cromatografica.

2.3.2.  VALIDACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

Os parametros linearidade, repetibilidade, precisao intermedidria, limite de
deteccao (LOD), limite de quantificacdo (LOQ) e exatidao foram verificados para validacao do
método cromatogréafico. A repetibilidade foi analisada através do desvio padrao relativo da 4rea
de dez injecdes de trés pontos da curva, de uma solugdo padrdo, em um mesmo dia. A precisdo
intermedidria foi analisada através do desvio padrdo relativo da drea de cinco inje¢des por dia,
durante trés dias, totalizando 15 injecdes do licopeno. O limite de detecc@o foi determinado
como sendo a concentracdo de padrdo que resultou em um sinal no cromatograma trés vezes
maior que o ruido do sistema cromatografico, enquanto que o limite de quantificacdo foi
considerado como sendo a menor quantidade do analito que pode ser determinada com precisao
e exatiddo aceitdveis.

A constru¢do da curva analitica foi realizada seis pontos na curva, todos em
triplicata, para a curva gerada, foi estimado os pardmetros de regressdo, para avaliar a

linearidade (Guia Analitico de Validagdo ANVISA,2003).
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2.3.3. ANALISE— UPLC-DAD

A separacdo cromatografica das amostras e do licopeno foi efetuada por
cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia (UPLC Acquity-Waters), com sistema binério de
bombas, injetor automadtico (25 °C), forno de coluna (40 °C), deteccdo por arranjo de diodos
(472 nm) e coluna cromatogréfica Hypersil Gold C18 (100 mm x 2,1 mm, 1,9 um) (Thermo).
A fase mével foi composta de dgua e acetonitrila (80/20; v/v), com gradiente linear alterando a
fase movel para 100% de acetonitrila em 4,2 min, seguindo a metodologia de Cardenas-Toro
(2015). O volume de injecao foide 10 pL. O software utilizado para controle de equipamentos
e aquisicao de dados foi Empower Pro. A identificacdo do licopeno foi realizada comparando-
se os tempos de retengdo e os espectros de absor¢ao (UV-vis) com padrao.

A curva de calibracao foi realizada por padronizacdo externa, a faixa linear variou
da concentracio de 0,459 a 2,754 ng.mL™! contra a 4rea do pico em uma curva de seis pontos
equidistantes. A equacdo de regressio e os coeficientes de correlacdo (r?) foram calculados
usando o software Statistica® (versdao 8.0, EUA). Os resultados foram expressos em mg de

licopeno por 100g de amostra.

2.4. PERFIL QUANTITATIVO DE ESTERES METILICOS DE ACIDOS GRAXOS

2.4.1. PROCEDIMENTO DE EXTRACAO DE LIPIDEOS POR BLIGH-DYER

Para realizar o perfil quantitativo de ésteres metilicos de dcidos graxos foram
utilizadas as sementes, que foram separadas a partir do material industrial, antes da extra¢ao do
Oleo, as sementes foram liofilizadas e trituradas. A extracdo de lipideos foi realizada pela
metodologia de Bligh & Dyer (1959), a qual € uma das mais versateis e efetivas, utiliza-se uma
mistura de dgua, metanol e cloroférmio que tem a capacidade de extrair tanto os lipideos neutros
quanto os lipideos polares de forma eficiente.

Aproximadamente, 1 g de amostra foi pesada em tubo de ensaio com tampa, foram
adicionado 5 mL de cloroférmio, 10 mL de metanol e 4 mL de dgua. Os tubos foram agitados
por 15 minutos e posteriormente foi adicionado 5 mL de cloroférmio e 5 mL de solu¢do aquosa
de sulfato de sédio (1,5%). Novamente os tubos foram agitados por 2 min e centrifugados a
1592 g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e a fase inferior foi filtrada em papel
tipo Whatman n°1, com 1 g de Na>SO4 anidro. O filtrado foi evaporado até a secura com N2. O

Oleo obtido foi armazenado a -80°C até o momento da analise.
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2.4.2. METODOS DE VALIDACAO DE ACIDOS GRAXOS

A precisao do método para separacdo dos ésteres metilicos de 4cidos graxos foi
avaliada por meio da precisdo instrumental intra-dia (n=10) e a precisdo intermedidria foi
analisada através de cinco inje¢des por dia, durante trés dias, totalizando 15 inje¢des do padrao

ésteres metilicos de 4cidos graxos analisado.

2.4.3. ESTERES METILICOS DE ACIDOS GRAXOS

Foi adicionado 1 mg.mL™ do padrio interno 4cido tricosanoico (23:0) aos tubos de
ensaio com tampa, posteriormente, cerca de 25 mg de 6leo extraido da semente foi pesado em
tubos de ensaio e adicionados 4 mL de NaOH 0,5 mol.L"! em solu¢do com metanol. Os tubos
foram aquecidos em banho a uma temperatura de 100°C por 10 minutos. Posteriormente foram
adicionados aos tubos, 3 mL de BF; 12% em solu¢do com metanol e levados novamente ao
aquecimento por 5 minutos. Em temperatura ambiente foi adicionado 4 mL de uma solucao
saturada de NaCl, agitado e depois foi adicionado 4 mL de hexano e submeteu toda a mistura a
agitacdo vigorosa em vortex. Os tubos foram repousados até a obtencao da separacao de fases.
As fases recolhidas foram misturadas e concentradas até a secura em evaporador rotativo e
ressuspendida em 2 mL de hexano. O extrato foi armazenado a -80 °C até o momento da andlise.
Todo o experimento foi preparado em triplicata (n = 3). O procedimento foi realizado de acordo

com o método proposto por Joseph & Ackman (1992) e adaptacdes de Souza e Teixeira (2015)

2.4.4. IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO POR GC-FID

A determinacgdo de ésteres metilicos de dcidos graxos (FAMESs) presentes em 6leo
de semente de tomate, foi realizado de acordo com a metodologia de Souza e Godoy (2015)
utilizando um cromatdgrafo a gis, modelo 7890A (Agilent, Alemanha), com detector por
ionizac@o em chama (FID), injetor tipo split/splitless no modo split (1:50) e coluna capilar de
silica fundida com 50% de cianopropil metil polisiloxano modificado (60 m de comprimento x
0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de espessura do filme) (Part number: 122-2362,
Agilent, Alemanha). As condi¢es cromatograficas foram fixadas em: temperatura do injetor

(250°C); temperatura do detector (280°C); H> como gés de arraste, 1,0 mL.min"'; taxa do fluxo
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de gés no detector (Hz:Na:ar sintético — 30:30:300 mL.min'); a programacdo de temperatura do
forno inicial foi de 50°C por 1 min, aquecendo para 175°C a uma taxa de 25°C.min’! e
posteriormente aumentando para 230°C a uma taxa de 4°C.min!, totalizando 35,5 min de
corrida (SOUZA; GODQY, 2015).

A quantificacdo e identificacdo foram realizadas seguindo a metodologia de
Visentainer (2012), onde para a quantificacdo dos dcidos graxos foi utilizando o método da
padronizagio interna, com padrdo de 4cido tricosanoico (23:0) (Sigma, USA). A determinagdo
das concentracdes de cada éster metilico, foi realizada por meio dos valores médios do fator de
correcao experimental (FCE) para o detector por ionizagdo em chamas (FID), calculada a partir
de 10 injecdes dos padrdes de dcidos graxos FAME mix C4-C24, Supelco - Alemanha, (Sigma-
Aldrich, USA).

O fator de correc@o experimental foi calculado de acordo a Equacdo 1. Onde: Ap =
area do padrdo interno; Mp = massa do padrdo interno; Ax = drea do éster metilico de dcido

graxo; Mx = massa do éster metilico de 4cido graxo.

Frr = A.Mx
(= Mp. Ax

Equacao 1.

O teor de 4cidos graxos (AG) foi calculado em mg.g”' de lipideos totais pela
Equagio 2 e convertidos em sélidos secos (mg.g!') da semente. Em que: AG = concentragio de
4cidos graxos (mg.g') de lipideos totais; Ax = drea do do pico para cada composto; Ap = drea
do pico do padrdo interno (C:23); Mp = massa do padrdo interno (C:23) e mg; Mx = massa do
6leo (mg); FCE = fator de correcao experimental e FCAE € o fator de conversao éster metilico

para 4cido graxo.

_ Ax.Mp.Fg

= - - E ao 2.
Ap.Mx.Fpp flaga0

2.5. DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

Os extratos para a avaliacdo de fendlicos totais foram realizados de acordo com a

metodologia descrita por Souza e Godoy (2015), o extrato foi preparado a partir de 0,2 g de
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amostra ¢ 20 mL de uma mistura de metanol:dgua (65:35, v/v) como solvente extrator,
submetido a um banho de ultrassom por 10 min.

A metodologia de quantificacdo de compostos fendlicos totais foi realizada
seguindo a metodologia proposta por Singleton & Rossi (1965), em que a reacdo se baseou na
mistura de um extrato metanélico dos residuos, separadamente as cascas e sementes de tomate,
com 100 pL de reagente de Folin-Ciocalteau e uma de solu¢do 7,5% de carbonato de sédio.
Essa mistura foi mantida em temperatura ambiente por um periodo de 2 horas, ao abrigo da luz
e em seguida analisada em leitora de microplacas no comprimento de onda de 760 nm.

Para a quantificacdo foi realizada uma curva analitica de acido gdlico com sete
pontos equidistantes, todos em triplicata e com concentragio variando de 10 a 80 pg.mL™, a
regressao linear dessa curva foi submetida a andlise de varidncia (ANOVA p < 0,05) e os

resultados das amostras foram expressos em equivalente em dcido galico.

2.6. ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram
apresentados como média e seu desvio padrdao (DP), andlise de Variancia (ANOVA) foi

aplicada usando o software Statistica® versao 10.0 (Statsoft, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Caracterizagao da Matéria-Prima

Os resultados das amostras estdo expressos na tabela 1, os dados relacionados a
andlise centesimal estdo expressos em porcentagem do peso seco. A umidade do residuo
industrial de tomate, safra 2015, variou de 60 a 85% quando analisados das duas industrias, isso
deve se a diferencas de processos. ApOs o processo de separagdo das cascas € sementes, por
decantacdo e flotagdo, a umidade aumenta e fica em torno de 90%, por isso para melhor
discussao dos dados, os resultados foram calculados e estdo expressos em base seca (b.s.).

O conteudo de fibras totais no residuo do processamento industrial ficou entre 64,7
e 66,1 % em b.s. o conteudo de fibras nas cascas apos o processo de separacdo ficou em torno

de 85% expresso em base seca, indicando que ambas apresentam alto teor de fibras totais.
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As cascas de tomate contém baixa fragdes de gordura (2,06 e 3,06%), proteina
(10,51 e 11,01%) e cinzas (2,07 e 2,28%), esses resultados estdo em conformidade com os
apresentados por Navarro-Gonzdlez et al. (2011), os quais relatam que na casca do tomate tem
uma maior porcentagem de fibras bruta (86,2%). De acordo com a tabela 1, a maior parte da
fracdo de fibras da casca do tomate € formada por fibras insoldveis, que nas indudstrias variaram
entre 66,72 e 75,77%. E as fibras soliveis presentes nas cascas de tomate apresentaram uma
variacdo de 10,27 a 18,68%.

De acordo com os dados de Herrera (2010), o alto teor de fibras encontrados nas
cascas secas de tomate, provenientes do processamento industrial, possibilitam a utilizacao
desses, sob a denominacdo de "Fonte de Fibra", ja que seu contetido ultrapassa 3g.100g™". E a
utilizagcdo desse material adicionados em outros produtos também possibilitaria a utilizacdo da
alegacdo fonte de fibras, além de adicionar aos produtos compostos bioativos e corantes
naturais. A composi¢cao de casca de tomate € interessante, a partir do ponto de vista nutricional,

uma vez que pode ser utilizado como suplemento tornando os alimentos ricos em fibras.

Tabela 1 — Dados da andlise centesimal realizada no residuo, casca e semente de tomate.

Lipideos Proteinas Cinzas Fibras Totais  Fibras Insoluveis  Fibras Soluveis
(g.100g")  (g.100g") (g.100g™)  (g.100g™) (-100g) (g.100g)
Residuo de Tomate
Industria I 15,17+0,14 18,71+0,01 3,07+0,02 66,10+1,88 54,92+4,91 10,27+ 0,54
Industria 1T 16,43+0,13 17,49+0,53 3,89+0,04 64,77+1,79 47,59+0,98 17,18+1,01
Cascas
Industria I 3,06+3,14 11,01+0,21 2,07+0,21 85,39+0,74 66,72+1,30 18,68+1,49
Industria 1T 2,16+0,02 10,51+1,01 2,28+0,06 86,04+0,41 75,77+0,23 10,27+0,47
Sementes
Industria I 25,29+0,51 29,59+0,28  6,58+0,58
Industria 1T 22,38+2,01 30,25+1,45 7,23+0,81

Os resultados de concentragdo expressam a média de triplicatas.

As sementes de tomate além de gerar o 6leo, também podem ser utilizadas como
fonte de proteinas (POOJARY; PASSAMONTI, 2015a), a fracdo etérea encontrada nas
sementes ficou entre 22,38 e 25,29, tabela 1. O teor de lipideos estd de acordo com o descrito
por Shao (2015), que encontrou valores de 20,0-36,9g de 6leo.100g™ de semente (em base seca),
em sementes de tomate geradas como um subproduto da industria. O teor de lipideos
encontradas nas sementes de outros frutos também apresentam se nessa faixa, sementes de
mostarda possui cerca de 28% de lipideos e sementes de coentros 20% de lipidios utilizando o

método de extracdo de Soxhlet (KOZLOWSKA et al., 2016).
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3.2. TEOR DE LICOPENO

Esta apresentado na tabela 2, o resultado da quantifica¢do de licopeno realizada no
residuo industrial de processamento de tomate, que € constituido por cascas, sementes de tomate
e uma pequena fracdo de polpa; e nas cascas separadas das sementes, provenientes do
processamento de duas safras (2015 e 2016), de duas industrias.

De acordo com Poojary e Passamonti (2015b) os residuos do processamento de
tomate desprovido de sementes apresenta uma vantagem na andlise de licopeno, pois a por¢ao
de semente por apresentar uma maior porcentagem de lipideos e 4cidos graxos pode atrapalhar
o processo de quantificacdo do licopeno.

O teor de licopeno encontrado no residuo de tomate foi menor do que encontrado
nas cascas, os valores ficaram entre 12,04 e 21,01mg.100g™. O processo de separacdo das
cascas e sementes utiliza uma quantidade elevada de dgua, e pode ocorrer a retirada de uma
pequena fracdo de licopeno que estava aderida as cascas, porém com as cascas, isentas de
sementes apresentaram uma maior concentracdo de licopeno, os valores encontrados do
composto nas cascas foram de 23,99 a 34,49 mg.100g™!. A diferenca entre os valores encontrado
nos residuos e nas cascas foi em média de 12,25 mg, tendo uma maior concentracao de licopeno
na frac@o que ha apenas cascas.

Os valores encontrados de licopeno estad de acordo com outros trabalhos que relatam
uma faixa de 30-40 mg.100g™! de cascas provenientes de subprodutos industrias (KNOBLICH;
ANDERSON; LATSHAW, 2005; POOJARY; PASSAMONTI, 2015b). A quantidade de
licopeno em subprodutos de tomate pode variar, dependendo da variedade do tomate, das
técnicas de processamento industrial, as condigdes climdticas do plantio, e também a regido que

ocorre o cultivo (WANG; CHEN, 2005).

Tabela 2. Quantificac@o de licopeno nos residuos e cascas de tomate.

Licopeno mg.100g™

Residuo de Tomate Safra 2015 Safra 2016
Inddstria I 21,01+0,02 20,85+0,96
Inddstria IT 12,04+1,11 16,58+0,51
Cascas
Inddstria I 34,18+1,08 34,49+0,97
Industria IT 23,9940,25 26,85+0,68

Os resultados de concentrag@o expressam a média de triplicatas.
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3.3.COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS

3.3.1. VALIDACAO DO METODO

Na Figura 1 estd apresentado o perfil cromatografico da separacdo de dcidos graxos
por GC-FID obtidos do 6leo da semente de tomate. Além do padrido interno (PI) 4cido
tricosandico adicionado, foi possivel separar e identificar 12 diferentes ésteres metilicos de
dcidos graxos saturados e insaturados por comparacdo com tempo de retencao de padroes.

A precisao do método para separacdo dos ésteres metilicos de dcidos graxos foi
avaliada por meio da precisdo instrumental intra-dia (n=10) e a precisdo intermedidria foi
analisada através de cinco inje¢Oes por dia, durante trés dias, totalizando 15 injecdes do padrao
de ésteres metilicos de 4cidos graxos. Em termos de porcentagem de coeficiente de variacao
(%) para o método de separagdo apresentou 9,33% para a repetibilidade e 5,64% para a precisao
intermedidria (tabela 3) e estdo de acordo com os limites estabelecidos pela ANVISA (2003),
o que demonstra que o método aplicado apresentou resultados satisfatérios e pode ser utilizado

para realizar andlises quantitativas com seguranca analitica adequada.
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Tabela 3. Precisdo intra e inter dia dos ésteres metilicos de dcidos graxos.

FAME Concentracao (%) 1° dia 2°dia 3° dia Inter dia
C6 0,04 2,37 3,54 1,66 2,56
C8 0,04 2,45 3,83 1,74 2,74

C10 0,04 2,66 3,72 1,64 2,75
Cl1 0,02 2,69 3,80 1,61 2,89
Cl12 0,04 2,29 3,64 1,51 2,61
C13 0,02 2,01 3,46 1,79 2,41
Cl4 0,04 2,27 3,45 1,65 2,61
Cl4:1 0,02 2,22 2,78 1,44 2,31
C15 0,02 2,26 3,03 1,62 2,48
Cl15:1 0,02 1,42 3,20 1,95 1,99
Cl6 0,06 2,39 2,97 1,62 2,26
Cle6:1 0,02 1,22 4,15 1,73 2,29
C17 0,02 2,39 4,32 1,59 2,73
Cl17:1 0,02 1,96 3,74 2,03 2,49
C18 0,04 2,08 3,74 1,47 2,43
C18:1n9t 0,02 2,15 3,82 1,60 2,50
C18:1n9c¢ 0,04 1,89 3,09 1,46 2,03
C18:2n6t 0,02 1,93 4,25 2,22 2,54
C18:2n6¢ 0,02 1,55 1,48 2,51 4,06
C18:3n6 0,02 1,54 4,27 2,08 2,41
C18:3n3 0,02 1,66 1,90 2,64 3,23
C20 0,04 1,83 4,04 2,27 2,51
C20:1n9 0,02 2,31 3,80 2,40 2,66
C20:2 0,02 1,32 4,75 3,12 2,63
C21 0,02 1,59 4,28 2,06 2,37
C20:3n6 0,02 1,88 3,88 2,88 2,54
C20:4n6 0,02 2,21 3,90 4,40 3,00
C20:3n3 0,02 3,43 3,12 3,19 3,17
C22 0,04 1,67 4,09 2,40 2,47
C20:5n3 0,02 3,17 3,17 4,76 3,38
C22:1n9 0,02 1,93 3,25 3,27 2,75
C22:2 0,02 2,34 1,37 1,97 2,38
C23 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
C24 0,04 2,85 5,15 2,69 3,27
C24:1 0,02 3,05 7,82 4,06 4,39
C22:6n3 0,02 4,17 9,33 5,53 5,64

FAMEs: ésteres metilicos de dcidos graxos. Os valores de precisdo estdo expressos em desvio
padrdo relativo.

3.3.2.  QUANTIFICACAO DE AcIDOS GRAXOS

Os resultados da quantificagdo de acidos graxos presentes no 6leo da semente
tomate provenientes do processamento industrial, de empresas brasileiras de 2 diferentes

estados do Brasil, estdo apresentados na tabela 4. Dentre os dcidos graxos pesquisados foram
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identificados e quantificados doze, pelo método de GC-FID, dentre eles estdo: dcido miristico
(14:0), acido palmitico (16:0), (16:1) acido palmitoléico, acido cis-10-Heptadecenoico (17:1);
dcido estedrico (18:0), 4cido oleico (18:1n-9, cis), acido linoleico (18:2n-6¢is), acido a-
linolénico (18:3n-3cis), acido araquidico (20:0), dcido 11-eicosenoico (20:1n-9cis), dcido
beénico (22:0) e dcido lignocérico (24:0).

O 4cido linoleico (18:1n-6, cis) apresentou as maiores concentracdes nas amostras
entre todos estudados, variando de 88,25 a 103,55 mg.g™!, seguido pelo 4cido oleico que variou
de 29,95 até 37,86 mg.g! e 4cido palmitico, onde foram encontradas concentracdes de 19,98 a
25,65 mg.g'. Os dados estdo em conformidades com os descritos por Shao et. al (2013), que
também encontrou se o dcido linoleico e oleico em maior concentracdo, entre outros 13
encontrados na semente de tomate.

De acordo com Souza et al (1998), dcidos graxos saturados e insaturados com
nimero impar de carbonos sdo raros, ocorrendo em pequenas quantidades em plantas, isso
justifica pequena a baixa concentragdo encontrada do 4cido cis-10-heptadecenoico (17:1), este
também foi identificado em pequenas concentragdes no trabalho de Shao et al. (2013) com a

porcentagem de 0,10% do total de 4cido graxos encontrados.

Tabela 4. Perfil de dcidos graxos presentes na fracao lipidica da semente de tomate.
Teor de 4cidos graxos (mg.g™)

Acidos Graxos Industria I Industria I1
Safra 2015 Safra 2016 Safra 2015
C14:0 0,21 £0,02 0,17£0,02 0,22+0,05
C16:0 25,65+2,42 20,92+3,10 19,98+0,54
C16:1 0,40+0,04 0,34+0,05 0,32+0,07
C17:1 0,72+0,07 0,07+0,01 0,67+0,55
C18:0 8,47+0,76 7,35+1,02 6,92+1,87
C18:1n9c 37,86+3,66 33,81%3,77 29,95+7.,85
C18:2n6c¢ 103,55+9,85 88,25+2,67 91,2349,05
C18:3n3 5,02+0,52 5,14+0,84 4,42+0,45
C20:0 0,65+0,06 0,59+0,08 0,54+0,14
C20:1n9 0,18+0,02 0,18+0,03 0,17+0,04
C22:0 0,21+0,06 0,18+0,03 0,19+0,01
C24:0 0,36+0,10 0,26+0,02 8,90+0,87
Insaturados (%) 80,59 81,25 79,08
Saturados (%) 19,41 18,75 20,92

Os resultados de concentrag@o expressam a média de triplicatas.
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Dentre os 4cidos graxos com nimero par de carbonos os dcidos miristico (14:0), o
11-eicosenoico (20:1n-9cis), o beenico (22:0) e o lignocérico (24:0) foram os que tiveram as
menores propor¢des em relacdo aos outros encontrados no 6leo de semente de tomate.

Estudos da composi¢do de dcidos graxos extraidos de 6leos de sementes de plantas
(KOZLOWSKA et al., 2016), indicou que os acidos palmitico, oleico e linoleico sdo os dcidos
graxos predominantes, e foram encontrados dez tipos de acidos graxos diferentes. Quando
realizado a pesquisa em sementes de uva provenientes de subprodutos de vinificacdo foram
identificados 13 tipos de dcidos graxos, e os dcidos graxos encontrados com maior abundancia
foram o linoleico, oleico, palmitico, e o estedrico (ROCKENBACH; RODRIGUES, 2010).

Em relag@o ao teor de dcidos graxos saturados e insaturados, a Tabela 4 mostra que
o Oleo presente na semente de tomate possui cerca de 80% de 4cidos graxos insaturados, sendo
que a maior parcela € atribuida aos dcidos graxos poli-insaturados, onde o 4cido linoleico tem
a maior concentracdo, seguida pelo e o linol€ico, e os dcidos graxos monoinsaturados
representam uma menor parcela. A porcentagem dos 4cidos graxos insaturados encontrada é
alta, na faixa de 80%, esse valor confere com valores citados por Shao et al. (2013) para
sementes de tomate provenientes do processamento industrial. E o porcentagem encontrada
também € maior do que encontrado em outras sementes de frutos: como tamarindo, uva e
mostarda (KOZLOWSKA et al., 2016; ROCKENBACH; RODRIGUES, 2010; SOUZA;
GODOQY, 2015).

16:0 18:2n6¢

« 18:3n3c 23:0
18:1n9¢ fu

204 le:1
1 140 17:1 J 20:1n9c 22:0 24:0

-
15 175 il ns % 275 kil 05

Figura 1. Cromatograma da composicio de dcidos graxos por CG-FID do 6leo da

semente de tomate
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3.4. TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O teor de compostos fendlicos das partes do residuo de tomate (casca e sementes)
pode ser encontrado na Tabela 5. Os extratos que obtiveram os maiores teores de compostos
fendlicos totais dentre as amostras analisadas foram os das sementes, que apresentaram valores
entre 212,22 € 298,54 mg ac.g”' de amostra liofilizada. As cascas de tomate apresentaram teores
bem menores de fendlicos totais com valores variando entre 15,38 a 22,48 mg ac.g™' entre as
amostras das industrias. Esta relacdo do teor de compostos fendlicos entre sementes e cascas de
tomate ja foi relata por George et al. (2004), que determina uma quantidade de maior nas
sementes em relag@o as cascas.

O trabalho de Souza e Godoy (2015) que estudou a presenca de desses compostos
nas sementes e polpa do fruto tamarindo também obteve um maior teor de fendlicos totais nas

sementes do fruto.

Tabela 5. Composicdo de compostos fendlicos totais para sementes e cascas de
tomate proveniente do processamento industrial de tomate.

Equivalente de Ac. Gélico (mg.g?)

Semente Safra 2015 Safra 2016
Industria I 212,2249,54 247,56+10,96
Industria IT 327,53+11,65 298,54+9,89

Cascas
Industria I 20,18+1,82 22,48+1,01
Industria IT 15,38+0,93 16,58+0,51

O conteudo de compostos fendlicos totais € conhecido por depender do tipo e da
polaridade do solvente de extracdo e de outros fatores, tais como o cultivar de planta, o grau de
maturacdo das sementes, do clima e localizacdo (DORTA et al., 2014), por isso que a extracao
foi padronizada, e os mesmos solventes foram utilizados para a construcdo da curva de
calibracdo. Pode-se observar que a industria I apresentou maiores teores de fendlicos totais nas
cascas e a industria II obteve maiores valores para compostos fendlicos nas sementes, com o

maior teor de 298,54 mg ac.g™.
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4. CONCLUSAO

A andlise de amostras de residuos industriais provenientes de duas empresas
brasileiras, independentemente das diferencas na variedade de tomate e nos métodos de
processamento, mostra que o material € rico em vdrios nutrientes, incluindo proteinas, fibras,
licopeno, acidos graxos e compostos fendlicos. Indicando que o residuo industrial de tomate
tem um grande potencial como recursos para componentes de alto valor para a indudstria de
alimentos, como ingredientes funcionais e naturais, o que justifica a sua utilizacdo para a

elaboragdo de ingredientes alimentares com potenciais efeitos de promogao da sadde.
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RESUMO

Inddstrias de alimentos geram grandes quantidades de residuos e subprodutos que
sdo fontes nutricionalmente importantes e contém grandes quantidades de compostos bioativos,
os quais podem ser utilizados como aditivos alimentares naturais. O tomate (Lycopersicum
esculetum L.) contém quantidade elevada de carotenoides, sendo o principal constituinte o
licopeno, que é responsavel pela coloracdo vermelha do fruto. A quantidade de licopeno € cerca
de trés vezes maior na pele do tomate, e cinco vezes maior em residuos de tomate do que em
outros produtos a base de tomate. O objetivo deste trabalho foi otimizar a extracdo do licopeno
a partir da casca do tomate liofilizadas utilizando 4dgua e etanol, solventes “verdes”, e comparar
com extracdo utilizando outros solventes organicos (éter etilico e éter de petréleo). Para a
otimizacdo do método de extracdo foi realizado um delineamento Plackett-Burmann com 4
variaveis, onde a porcentagem do dlcool, nimero de extracdes e tempo apresentaram efeito
positivo e a temperatura efeito negativo. A identificacdo e quantificacdo do licopeno foram
realizadas por andlise cromatografica e por espectroscopia UV/Vis, para fim comparativo. A
condicdo otimizada de extracdo foi realizada com etanol 100%, 4 extragdao, de 30 minutos,
obtendo-se 24,53 mg de licopeno.100g™! de casca. Comparando o teor obtido com a extracdo
utilizando solventes organicos, a extracdo com etanol atingiu aproximadamente 70% do
rendimento do extrato com solventes organicos (36,7mg.100g™"). A metodologia de extragdo
foi aplicada a cascas de tomates secas em estufa e casca imida, com o rendimento de 39,25%
e 90,44% expressos em base seca, respectivamente, quando comparadas a quantidade de

licopeno extraida com solvente organico.

Palavras chave: Licopeno; Residuos do Processamento de Tomate; Andlise Multivariada;

Solvente Verde.
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1. INTRODUCAO

O tomate (Lycopersicum esculentum L.) € um cultivar amplamente consumido na
dieta e apresenta grande aceitacio (CHANFORAN et al., 2012). O seu processamento industrial
resulta no acimulo de grandes quantidades de residuos, que acarretam em problemas
econdmico e ambiental para as industrias. Atualmente, parte desse material, que é composto
em sua maioria de cascas e de sementes, sdo utilizados como subprodutos na alimentacao
animal ou como fertilizantes (KNOBLICH; ANDERSON; LATSHAW, 2005). Porém, a
abundancia de compostos bioativos e suas propriedades nutricionais sugere a possibilidade de
utilizd-lo como uma fonte alternativa de diferentes compostos bioativos e de alto valor
agregado, como o licopeno (HERRERA; CAMARA, 2010; LAVELLI; TORRESANI, 201 1).

Estratégias tem sido proposta para a exploragcao do residuo de tomate. Em primeiro
lugar, peles e sementes de tomate precisam ser separadas para a sua posterior utilizacido
(LAVELLI; TORRESANI, 2011; POOJARY; PASSAMONTI, 2015a). A pele proveniente de
processamento industrial apresenta cerca de 5 vezes mais licopeno do que a polpa (GEORGE
et al., 2004; PAPAIOANNOU; KARABELAS, 2012), além da presenca de outros compostos
bioativos como fendlicos e dcido ascérbico.

Os beneficios do tomate e seus produtos sdo diversas vezes relacionados na
literatura com o contetdo de licopeno. De acordo com Reboul et al, (2005), e Prabhashankar et
al., (2016), ensaios epidemioldgicos sugeriram que a maior ingestdo de alimentos que contém
licopeno esta associada com a diminuicdo de doencas cardiovasculares e a diminuicdo de
células cancerigenas.

O licopeno (CsHss) é um carotenoide, do grupo ndo oxigenado, com estrutura
aciclica e simétrica, € um pigmento natural responsavel pela coloracdo avermelhada de muitos
alimentos e animais. No tomate o licopeno constitui cerca de 90% dos carotenoides presentes
(SHI et al., 1999), outros carotenoides como o 3 - caroteno e a luteina também podem estar
presentes em menor concentracdo (POOJARY; PASSAMONTI, 2015a).

O delineamento experimental tem sido utilizado para melhorar os métodos de
andlise, assim como redu¢do do tempo e o uso de reagentes e solventes toxicos necessarios nos
métodos de preparo de amostras; além de que o processo de otimizacdo de um grande nimero
de varidveis € um modo adequado para investigar as respostas (FERREIRA et al., 2016;
PETRARCA et al., 2014). O método para selecionar as varidveis desenvolvido por Plackett e

Burman (1946), fornece uma alternativa para uma avaliacdo preliminar dos principais efeitos
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destas varidveis na resposta, bem como a possibilidade de redefinir as faixas de valores
estudados, e selecionar as varidveis que podem ser fixadas ou eliminadas em esquema fatorial
sequencial, para alcancar as condi¢des 6timas de processo (Rodrigues Iemma, 2012).

A extracdo de licopeno a partir de fontes vegetais, assim como de outros
carotenoides, € realizada utilizando solventes organicos, tais como hexano, acetona, metanol,
tetra-hidrofurano, acetato de etila e éter de petréleo (NUNES; MERCADANTE, 2006;
POOJARY; PASSAMONTI, 2015a). A utilizacdo do etanol como solvente extrator também ja
foi relatada na literatura mas em geral esse apresenta-se em conjunto com os outros solventes
organicos anteriormente citados (BERG et al., 2000; KAUR et al., 2008; LAVECCHIA;
ZUORRO, 2008; SHI et al., 1999; TAN; SODERSTROM, 1989).

A utilizagdo de solventes organicos inviabiliza a incorporacdo do licopeno em
produtos alimenticios ou farmacéuticos, pelo risco da presenca de residuos téxicos de solventes
organicos, mesmo apds a eliminacdo do mesmo. Por isso, visando a utilizagdo do licopeno
extraido do residuo de tomate como aditivo alimentar, esse trabalho propos a otimizacdo das

condicdes de extragao de licopeno da casca de tomate utilizando etanol e 4gua como solvente.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. MATERIA-PRIMA E REAGENTE

Os residuos de tomates utilizados para o trabalho foram fornecidos por uma
industria brasileira, localizada no Estado de Sao Paulo, provenientes do processamento do més
de agosto de 2015 e de setembro de 2016, onde variedade H9553 representa o maior volume
colhido do tomate. O material foi separado em cascas e sementes, de acordo com a patente
0400613-5 A de Gumerato et al, (2001). As cascas foram submetidas a secagem por liofilizacao
e estufa a vacuo, e parte das cascas continuaram umidas, essas foram moidas e mantidas em -
80°C até o momento da andlise. Para extragdo e isolamento do padrao de licopeno foi utilizada
melancia (Citrullus lanatus), adquirida no mercado local de Campinas-SP. Os reagentes
utilizados foram éter etilico, éter de petrdleo, acetona, e hidroxido de potédssio da marca Synth
(Diadema-SP, Brasil) grau analitico, 6xido de magnésio, celite e alumina da marca Merk
(Darmstadt, Germany), agua ultrapura obtida por sistema Millipore de purificacdo (USA),

etanol e acetonitrila da marca J. T. Baker grau cromatogréfico.
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2.2.EXTRACAO DO PADRAO DE LICOPENO

Para o isolamento do padrao de licopeno, foi pesado cerca de 10 g de melancia (in
natura). O mesmo foi extraido exaustivamente com acetona e celite (até a perca da coloracdo).
O extrato em acetona foi particionado em 100 mL. de uma mistura de éter de petrdleo e éter
etilico (1:1) (v,v) e 4gua em excesso (cerca de 400 mL). A fracdo aquosa foi descartada e a
fragdo etérea foi adicionado 100 mL de uma solugdo 10% de KOH em metanol e essa mistura
foi mantida por 16 h (overnight) ao abrigo de luz, a temperatura ambiente (25 °C). Depois deste
periodo, os extratos foram novamente particionados em 50 mL de mistura de éter de petrdleo e
éter etilico (1:1) (v,v) e lavados com 4gua para a retirado do KOH (3 vezes de 100 mL). A
fracdo aquosa foi descartada e a fracdo etérea foi concentrada em evaporador rotativo com uma
temperatura de 30 °C e pressao reduzida. O extrato seco foi dissolvido com o minimo possivel
de éter de petrdleo e adicionado em coluna aberta (2 cm de didmetro interno x 15 cm de altura)
contendo uma mistura de 6xido de magnésio/celite (6:4) com uma camada cerca de 2 g de
sulfato de s6dio anidro. A partir desse ponto o extrato oriundo da amostra foi eluido para isolar
e purificar o licopeno (RODRIGUEZ-AMAY A, 2001).

Para a identificac@o e quantificagdo do padrao de licopeno, a fracao foi submetida
a espectroscopia de UV-visivel, FLUOstar Omega (BMG LABTECH, Germany), 472 nm, para
a confirmacdo do espectro caracteristico e injetada em um instrumento UHPLC-PDA para
andlise da pureza e quantificagdo. O padrao de licopeno foi utilizado para construir a curva de

calibracdo e de validag¢do cromatogréfica.

2.3.INSTRUMENTACAO E CONDICOES CROMATOGRAFICAS

A separacdo cromatografica das amostras e do licopeno foi efetuada por
cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia (UPLC Acquity-Waters), com sistema binario de
bombas, injetor automatico (25 °C), forno de coluna (40 °C), detecgdo por arranjo de diodos
(472 nm) e coluna cromatografica Hypersil Gold C18 (100 mm x 2,1 mm, 1,9 pm) (Thermo-
Estados Unidos da América). A fase movel foi composta de dgua e acetonitrila (80/20) (v/v),
com gradiente linear alterando a fase movel para 100% de acetonitrila em 4,2 min, seguindo a
metodologia de Cardenas-Toro et al., (2015). O volume de inje¢do foi de 10 pL. O software

utilizado para controle de equipamentos e aquisicdo de dados foi Empower Pro. A identificagcdo
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do licopeno foi realizada comparando-se os tempos de retencao e os espectros de absor¢do (UV-
vis) com padrao.

A curva de calibracdo externa padrao foi construida por concentracdes de 0,459 a
2,754 ng.mL"! contra a drea do pico. A equacio de regressio e os coeficientes de correlacio (r?)
foram calculados usando o software Statistica® versio 8.0, EUA). Os resultados foram
expressos em mg de licopeno.100g"! de amostra.

A medida dos dados de absorcdo na regidao do UV-Vis foi realizada em leitora de
microplacas FLUOstar Omega (BMG LABTECH, Germany), no modo de varredura entre os
comprimentos de onde de 350 e 600 nm com resolu¢do de 1 nm, utilizando placa modelo
Greiner 96 F-Botton, com 300 puL de amostra por pogo e caminho 6ptico de 5,28 mm; para

realizar a identificacdo do padrao de licopeno e a estimativa do teor de licopeno.

2.4.VALIDACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

Foram verificados os parametros linearidade, repetibilidade, precisao intermedidria,
limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ) e exatiddo. A linearidade foi
verificada com a construcdo de curva analitica com seis pontos, todos em triplicata. A
repetibilidade foi analisada através do desvio padrao relativo da drea de dez injecdes de trés
pontos da curva, de uma solucdo padrdo, em um mesmo dia. A precisdo intermediaria foi
analisada através do desvio padrdo relativo da 4rea de cinco inje¢des por dia, durante trés dias,
totalizando 15 inje¢des do carotenoide analisado.

O limite de deteccdo foi determinado como sendo a concentragdo de padrdao que
resultou em um sinal no cromatograma trés vezes maior que o ruido do sistema cromatografico,
enquanto que o limite de quantificacdo foi considerado como sendo a menor quantidade do
analito que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitdveis. Para cada uma das curvas
analiticas geradas foi estimado os parametros de regressdo, andlise de varidncia (ANOVA

p<0,05) para verificar a linearidade do modelo (Guia Analitico de Validacao ANVISA,2003).

2.5.0TIMIZACAO DO PROCESSO DE EXTRACAO DO LICOPENO

A extracdo de licopeno foi realizada com 0,3 g de amostra (casca de tomate

liofilizada) e 15 ml da mistura de etanol/agua sob as condig¢des experimentais (Tabela 1); todas



72

submetidos ao banho com a temperatura controlada em 30°C. Ap6s a conclusdo do processo de
extracao, as amostras foram submetidas a centrifugacao (1592 g) por 5 minutos. Para os ensaios
com mais de uma extracdo, as aliquotas foram combinadas e, em seguida, a absorbancia foi
medida utilizando leitora de microplacas FUOstar Omega (BMG LABTECH, Germany) com
o comprimento de onda de 472 nm, onde o licopeno apresenta o seu pico maximo, a

concentracgdo foi calculada em 472 nm, de acordo com Rodriguez-Amaya (2001), Equacgdo 1.

A-y(mL)-10°
A 100

1cm

x(ug) = Equacdo 1.

Onde o x € a concentragdo do carotenoide, y é o volume da solu¢do que dd uma

~ . . - 0 , . ~
absorbancia de A a um comprimento de onda especificado, Allé’m € o coeficiente de absorcao

N

do carotenoide no solvente utilizado. Os ensaios também foram submetidos a analise

cromatografica realizada conforme o item 2.3.

2.5.1. AVALIACAO DOS EFEITOS DAS VARIAVEIS

Para rastrear as principais varidveis que poderiam afetar a extra¢ao de licopeno foi
utilizado delineamentos experimentais de Plackett-Burmann (Rodriguez, Iemma, 2014). Os
ensaios para o planejamento envolveram quatro fatores (varidveis de processo) cada um em trés
niveis equidistantes (-1, 0, 1), (Tabela 1), tendo o rendimento de extracdo do licopeno como
varidvel resposta. A quantificado do licopeno foi realizada por UPLC (Y') e por espectroscopia

de UV-visivel (Y?), ambos expressos em mg.100g™! (tabela 2).

Tabela 1. Valores dos niveis para o planejamento PB8

Variaveis Unidades Niveis
-1 0 1
x ! % Etanol (%) 50 75 100
x 2 Temperatura (°O) 30 45 60
x? n° de extracdes 1 3 5

x4 Tempo (min) 20 70 120
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Os niveis estudados foram selecionados com base em ensaios preliminares e dados
da literatura. No total, foram realizados 8 ensaios, mais 3 ensaios com a combinac¢do de fatores
no ponto central, que foi realizada para avaliar as respostas na regido central da faixa estudada
bem como a repetibilidade da andlise, totalizando 11 ensaios independentes.

Os ensaios foram realizados de forma aleatdria. A tabela 2 mostra a matriz com os
valores codificados e reais para cada varidvel avaliada. O efeito de cada varidvel sobre a
extragdo de licopeno foi avaliado pela técnica de teste t e os efeitos de cada varidvel na extragdao

de licopeno foi calculado (mg.100g™") como é mostrada na tabela 4

Tabela 2. Delineamento Experimental Plackett & Burman (PB8) com os valores

codificados e reais para 4 varidveis

riavei Licopeno (mg.100g™
Ensaios . . Va avexi . C(;;:e o (mg.100g )Y2
1 1(100) -1(30) -1(1) 1(120) 19,41 21,58
2 1(100) 1(60) -1(1) -1(20) 15,54 17,13
3 1(100) 1(60) 1(5) -1(20) 24,21 27,88
4 -1(50) 1(60) 1(5) 1(120) 1,31 8,85
5 1(100) -1(30) 1(5) 1(120) 29,82 29,55
6 -1(50) 1(60) -1(1) 1(120) 0,68 3,69
7 -1(50) -1(30) 1(5) -1(20) 1,43 9,26
8 -1(50) -1(30) -1(1) -1(20) 0,55 4,24
9 0(75) 0(45) 0(3) 0(70) 1,45 11,40
10 0(75) 0(45) 0(3) 0(70) 1,44 11,07
11 0(75) 0(45) 0(3) 0(70) 1,38 11,09

Resultados obtidos por UPLC (Y!) e espectroscopia de UV-vis (Y?).

A andlise dos efeitos de cada varidvel utilizada no delineamento experimental de
Plackett-Burmann foi realizada usando o software estatistico Protimiza Experimental Design
(Brasil). O nivel de significincia definido para avaliar o efeito de cada varidvel para as respostas
obtidas foi ajustado igual a 10% (90% de confianca), para minimizar o risco de excluir uma

variavel importante do método (Rodrigues & Iemma, 2012).
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2.5.2. CINETICA E ANALISE ESTATISTICA
A partir dos efeitos de cada varidvel avaliado pelo planejamento Plackett-Burmann,
um estudo cinético entre 30 e 180 minutos, com duas ou quatro extragdes foi realizado para se

obter um ponto 6timo da extracdo de licopeno, conforme tabela 3.

Tabela 3. Numero de extracdes e tempo definidos através de efeitos do Plackett -

Burmann
No. De Extracoes Tempo (min)
2 30 60 90 120 150 180
4 30 60 90 120 150 180

Os ensaios da cinética foram realizados em triplicata, os resultados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey.

A condic¢ao escolhida com o melhor rendimento, analisando a maior quantidade de
licopeno extraido pelo menor tempo, foi repetida trés vezes e submetidos a teste t a fim de
validar o resultado.

O resultado foi comparado com a extracao utilizando 15 mL de éter etilico e éter de
petréleo (50:50) (v/v) a fim de comparar o rendimento de extracdo. A mistura de éteres foi
empregada como metodologia para estimar a concentracdo de licopeno nas cascas apds o

processo de separagdo.

2.6.APLICACAO EM AMOSTRAS

Com as condic¢des de extragdo otimizadas foi realizada a analise do teor de licopeno
em cascas submetida a secagem em estufa a vicuo modelo TE — 395 (Tecnal, Brasil) com a
temperatura controlada a 60°C, e amostra integra sem sofrer processo de secagem, todas as

amostras foram previamente moidas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.ISOLAMENTO DO PADRAO DE LICOPENO

A fracdo isolada pela coluna de cromatografia aberta foi diluida em éter de petréleo
e analisadas por espectrofotometria UV-Vis (300-550 nm) para a confirmacdo de identidade
através do espectro caracteristico e a quantificacdo de acordo com a Lei de Beer. A fracdo
apresentou comprimentos de onda maximos de 446, 472 e 503 nm, estes comprimentos de onda
de absor¢do correspondem ao licopeno de acordo com dados da literatura e espectro

caracteristico, figura 1 (RODRIGUEZ-AMAY A, 2001).

oD

330 400 410 420 430 440 450 450 470 480 490 500 510 520 530
Wavelength in nm

Figura 1. Espectro do padrao de licopeno isolado por cromatografia de coluna aberta.

3.2.VALIDACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Para a otimizacao se deu inicio a validacdo da metodologia, para definir parametros
como: linearidade, repetibilidade (intra-dia), precisdo intermedidria (inter-dia) limites de
deteccdo, quantificagdo e exatiddo do método de andlise. A curva analitica de licopeno
apresentou linearidade adequada, com 95% de confianca, a faixa linear foi de 0,46 —16,52
ug.mL!, com o r* = 0,99 e ndo encontrou valores significativos de “p” para a falta de ajuste.

Os limites de detec¢do e quantificagdo mostraram valores relativamente pequenos,
sugerindo uma boa sensibilidade para os compostos analisados, o limite de detec¢ao foi de 0,24
ugmL! e o limite de quantificacdo foi de 0,46 ug.mL™', os valores de precisio desses
apresentaram se abaixo de 9% para todos os niveis e estdo de acordo com os limites

estabelecidos pela ANVISA (2003), o que demonstra que o método pode ser utilizado para
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realizar andlises quantitativas com seguranga analitica adequada. A andlise da repetibilidade e
precisdo intermedidria mostraram que a metodologia proposta apresenta boa precisdo, com um

desvio padrao relativo maximo de 9 e 6%, para a repetibilidade e precisdo intermedidria.

3.3.0TIMIZACAO DA EXTRACAO DE LICOPENO

3.3.1. SELECAO DE VARIAVEIS

Adotar uma condicao de extracdo apropriada para a estabilidade e preservacdo dos
compostos bioativos € muito importante, bem como a otimizagdo do processo de extra¢do. O
rendimento do processo de extracdo do licopeno variou de 0,551 a 29,82 mg.100g™!, de acordo
com os valores avaliado pelo delineamento Placket-Burmann (tabela 2). Os resultados
mostraram que dentro da faixa estudada a porcentagem de etanol na solu¢do de extragcdo e o
nimero de extracOes eram as varidveis mais relevantes para a extragao de licopeno (Tabela 4).
E que a temperatura dentro da faixa estudada de 30 a 60°C ndo apresentou efeito significativo
indicando que dentro da faixa estudada, podemos fixar a temperatura na menor condicdo, uma
vez que temos dados da literatura que aponta uma possivel degradagdo. O tempo na faixa
estudada também nao apresentou efeito significativo, mas foi escolhido para avaliar melhor o

seu efeito em uma cinética.

Tabela 4. Principais efeitos sobre a extra¢io de licopeno (mg.100g™) calculado a
partir dos resultados do Plackett-Burman.

Licopeno mg.100g™

Y Y2
Fatores Efeito p-valor Efeito p-valor
Média 11,6 0,000 15,273 0,000
Curvatura -20,4 0,003 -8,178 0,010
% de alcool 21,3 0,000 17,521 0,000
Temperatura -2,4 0,287 -1,769 0,154
No. de Extracbes 5,1 0,048 7,223 0,001
Tempo 2,4 0,286 1,294 0,275

Os extratos obtidos com solventes ou misturas de solventes foram submetidos a
identificacdo e quantificag@o de licopeno por analise em UPLC e comparada com a estimativa
do teor de licopeno, por analise espectrofotométrica UV/vis, tabela 2, os valores estdo expressos
em mg.100g™!, e mostram que em todos os extratos contém licopeno, no entanto, 0s ensaios

quando analisados por espectrofotometria UV/Vis apresentaram uma quantidade maior de
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licopeno, pois tem a interferéncia de outros carotenoides, mesmo que seja minima. De acordo
com Carvalho et al. (2005) os métodos espectrofotométricos utilizados para a quantificacdo de
licopeno, em tomates e seus produtos pode ser utilizada para realizar uma estimativa dos teores
de licopeno, uma vez que este € o carotenoide predominante.

A andlise por UPLC de todos os extratos ndo revelou quaisquer picos que
indicariam isomerizac¢do ou degradacdo (figura 2). Os ensaios realizados para extracdo com
etanol puro apresentaram os maiores picos, quando comparadas com a mistura de etanol/dgua,
que resultaram nos menores valores de licopeno extraido. Os resultados acima sdo concordantes
com os resultados de Hakala e Heinonen (1994) e de Poojary e Passamonti (2015a), que
observaram que, quando carotenoides de produtos de tomate sdo extraidos com solvente
relativamente apolar as quantidades e a propor¢do de licopeno em relagdo ao teor de

carotenoides totais aumenta melhorando assim a extragdo de licopeno.
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Figura 2. Perfil cromatogrifico da casca de tomate proveniente do residuo
industrial de tomate, por UPLC (Acquity-Waters). Licopeno tr= 2,09 min; condi¢des
cromatograficas: injetor automético (25 °C), forno de coluna (40 °C), deteccao por arranjo de
diodos (472 nm), coluna cromatografica Hypersil Gold C18 (100 mm x 2,1 mm, 1,9 um), fase
movel dgua: acetonitrila (80/20) (v/v), com gradiente linear alterando a fase movel para 100%

de acetonitrila em 4,2 min, volume de injecdo de 10 pL.

Ao analisar os dados e os efeitos obtidos pelos ensaios realizados (Tabela 3),
verifica se que o aumento da temperatura diminui a extragcdo de licopeno, sendo melhor utilizar
o menor nivel de temperatura de extracdo (30°C). Esses resultados estdo de acordo com o
trabalho de Poojary e Passamonti, (2015a), que demonstraram que a temperatura possui efeito
negativo sobre o rendimento de licopeno, e foi observado um rendimento maximo de licopeno

a temperatura experimental abaixo de 30°C. O tempo e o niimero de extragdes apresentaram
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um efeito positivo, mostrando que a faixa utilizada precisa ser melhor estudada em um
planejamento sequencial, para definicdo de um ponto 6timo.

A porcentagem de dlcool utilizada para o processo de extracao apresentou um efeito
positivo, e com o valor de efeito mais representativo, ou seja, o etanol, isoladamente, apresenta
um rendimento mais elevado do que a sua mistura. Conforme mostra a tabela 2, no
delineamento experimental o maior rendimento de extracio do licopeno (29,82 mg.100g™) foi
obtido quando a amostra foi extraida com etanol puro, com cinco extragdes, de 120 minutos,

fixada na temperatura de 30°C.

3.3.2. CINETICA — NUMERO DE EXTRACOES X TEMPO

Para realizar os ensaios de validagdo, a varidvel temperatura que apresentou nao
efeito foi fixada, no menor nivel, de 30°C, apenas o etanol foi utilizado como solvente, e as
varidveis (tempo e nimero de extracdes) foram estudadas em duas cinéticas, como mostra a
tabela 3. O processo de extracdo com duas extra¢des e diferentes tempo apresentou valores
entre 17,1 a 22,9 mg de licopeno.100g" de amostra, quando avaliadas por andlise
cromatografica - UPLC, e a cinética com quatro extragdes cada variou entre 25,5 e 27,8 mg de

licopeno.100g™! de amostra, tabela 5.

Tabela 5. Cinética - resultados da quantificacdo de Licopeno através da andlise

cromatografica — UPLC.

2 extracoes 4 extracoes
Tempo . .

Média DP Média DP
30 17,14 0,76  2554* 0,35
60 19,65 ™ 0,14 2729* 0,25
90 20,92 ™ 1,11 2728% 042
120 21,08 " 1,01 27,36* 0,13
150 21,36 0,47 2731% 247
180 23,00 < 1,50 27,85* 1,85

*Médias seguidas por letra diferentes apresentam diferengas significativa entre si a

p<0,05 pelo teste de Tukey. Resultados de Licopeno expressos em mg.100g™" de amostra.

A tabela 5 e figura 3 apresenta os resultados para a quantificag@o de licopeno através
da andlise por UPLC, provenientes de processos de extracdo com duas e quatro extragoes, o

ensaio que apresentou a maior quantidade de licopeno extraida foi o ensaio com 4 extracdes de
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180 minutos cada, com o valor de 27,85+1,85 mg.lOOg‘l, e o menor valor foi encontrado na

condicdo de duas extracdes de trinta minutos cada, 17,14+0,76 mg.100g™.
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Figura 3. Resultados da Cinética de extracdo de licopeno com duas e quatro

extragdes, em diferentes tempos.

Também pode ser observado na tabela 5 que houve variagdes significativas
(p<0,05) entre as proporc¢des da quantidade de licopeno extraida com diferentes tempo e nlimero
de extragdes.

O ensaio com duas extracdes de 180 minutos e o ensaio com 4 extracdes de 30
minutos ndo apresentou diferenca significativa entre as médias, todos os ensaios com 4
extracdes também ndo apresentaram diferenca estatistica entre si. JA os ensaios com apenas
duas extragdes diferiram entre si, com os valores obtidos em diferentes tempos de extracao,
como mostra a tabela 5.

Quando comparamos os processos de 2 extracdes de 180 com o de 4 extracdes de
30 minutos devemos levar em consideragdo, que em um processo industrial deve-se analisar o
que compensa, a economia de solvente com 2 extragdes a menos ou a economia de tempo de
240 minutos.

Por isso, baseado nos valores obtidos a condi¢do escolhida para a validagdo, foi a
de 4 repeti¢oes de 30 minutos, por apresentar um bom valor de extragdo com o menor tempo,
que totalizou 120 minutos, e apresentou a extracdo de licopeno no valor de 25,54 0,35
mg.100g™".

O processo de extracdo com a condi¢do estudada de 4 extragdes de 30 minutos, foi
realizado novamente em triplicata para a validacdo e andlise de variincia, o valor apresentado

foi de 24,53+1,32 mg de licopeno.100g™" de amostra.
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3.3.3.  EXTRACAO DE LICOPENO COM SOLVENTES ORGANICOS

A metodologia de extracao foi utilizada para a extracao de licopeno com solventes
organicos (éter etilico:éter de petrdleo), o procedimento realizado foi o mesmo validado a partir
da cinética, foi pesado 0,3 g da casca de tomate fresca, adicionados 15ml da mistura de éteres
(50:50) ( v:v), submetidos ao banho com a temperatura controlada em 30°C, e agitacdo de 225
rpm, o processo foi realizado com 4 extracdes de 30 minutos cada. A aliquotas foram unidas
resultando na extracdo de 36,71 mg de licopeno.100g™' de amostra, com o desvio padrio relativo
de 4,25.

Essa concentragdo encontrada na casca de tomate confere com dados obtidos por
Poojary e Passamonti (2015), que com uma mistura de acetona e hexano encontraram a
concentracdo de 28,7 mg de licopeno.100g™ de casca. Este trabalho também aponta que o
rendimento de extracdo de licopeno depende das condicdes de extracdo utilizadas (composi¢ao
do solvente, razao de solvente/amostra, temperatura e nimero de extracdo, entre outros), bem
como da natureza do material de partida utilizado (variedade de tomate, a composicdo dos
residuos e a parte do fruto).

Vérios outros investigadores obtiveram diferentes quantidade de licopeno
utilizando diferentes condi¢cdes de extracdo e material de partida. Kaur et al. (2008) extraiu
licopeno a partir de pele de tomate com a mistura de hexano, acetona, etanol e obtiveram um
rendimento maximo de licopeno de 1,98 mg.100g"!, com quatro extra¢des, 50°C de temperatura
e 8 min de extracdo. Lavecchia e Zuorro (2008) realizou a extracao de licopeno a partir de
cascas de tomate com a mistura de hexano: acetato de etila e a de hexano, acetona, e acetato de
etila, nesse estudo, o rendimento variou entre 13,6 a 104,4 mg .100g'1, porém esse trabalho

utilizou enzimas degradantes de parede celular.
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3.3.4. APLICACAO DA METODOLOGIA DE EXTRACAO

A aplicacio do método de extracdo de licopeno foi realizada, nas mesmas
condicdes, para as cascas de tomate secas por estufa e cascas mantidas dmidas, ambas
submetidas ao processo de moagem para aumentar a superficie de contato da amostra com o
solvente.

A casca seca por estufa apresentou o valor de 14,41mg.100g!, com desvio padrio
relativo de 1,19. A diferencga de entre o valor das cascas liofilizadas, pode estar relacionado com
a degradacdo de carotenoides que ocorrem em temperatura elevadas, o licopeno dentro de uma
matriz de tomate parece mais resistente a degradacao térmica em comparagcdo com o extraido e
dissolvido em solventes. Estudo realizado por Cooperstone, Francis e Schwartz(2016),
demonstra que o processamento térmico com o aumento do tempo afeta nas concentra¢des de
licopeno em produtos de tomate, e a degradacao ocorre cerca de 80% em temperaturas elevadas.

Quando as cascas de tomate ndo foram submetidas a um processo de retirada de
4gua e apenas moidas, o resultado foi de 33,2mg.100g™! expresso em base seca, com o desvio
padrao relativo de 6,65%, a umidade desse material ficou em torno de 90%, o rendimento de
extragdo quando comparado com a extrag@o de solventes orgénicos foi de 90,4%. As condi¢des
em que a amostra se encontra altera diretamente o processo de extracdo, uma vez que em
umidade elevada ha diminui¢ao do rendimento, por isso o resultado foi expresso em base seca.

O teor de licopeno maior nas cascas imidas € maior do que nas cascas liofilizadas,
resultados similares foi encontrado em matrizes vegetais por Ramos e Rodriguez-Amaya, 1991,
esse comportamento pode ser explicado devido a degradacdo que os carotenoides podem sofrer
durante o processo de desidratacdo a estrutura e os complexos podem ser quebrados, expondo
os carotendides a fatores adversos e nas frutas e hortalicas in natura, a estrutura celular e a
complexacdo com proteinas lhes conferem certa estabilidade. A estabilidade varia largamente
no processamento € na estocagem, dependendo da temperatura, disponibilidade de oxigénio,
exposicao a luz, presenca de metais e da propria estrutura (GODOY; RODRIGUEZ-AMAYA,
1998).
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4. CONCLUSAO

O presente trabalho estabelece condi¢gdes otimizadas para a extragdo sélido-liquido
de licopeno, utilizando delineamento experimental Plackett & Burman e cinética, com as
condi¢cdes otimizadas utilizando etanol como solvente extrator, com quatro extracdes de 30
minutos cada. O método promove a extracio de 66,82% do licopeno utilizando solvente verde
(etanol), quando comparado a outros solventes organicos. O método foi aplicado para cascas
secas em estufa a vacuo (60°C), com rendimento de 39,23% e em cascas umidas, com o
rendimento de 90,44%, o que possibilita a utilizacdo deste como ingrediente natural para
inddstria alimenticia e farmacéutica. Revelando que as cascas do residuo industrial do
processamento de tomate é uma fonte potencial de licopeno e fornece um método eficiente para

O Seu reaproveitamento .



83

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA — ANVISA, Resoluciio n.899, de
29 de maio de 2003. Dispde sobre guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos,
Diario Oficial Unido, Brasilia, 2003.

BERG, H. VAN DEN, FAULKS, R., GRANADO, H. F., HIRSCHBERG, J., OLMEDILLA,
B., SANDMANN, G., STAHL, W. The potential for the improvement of carotenoid levels in

foods and the likely systemic effects. Journal of the Science of Food and Agriculture, v.
80, n. February, p. 880-912, 2000.

BOX, G. E. P.,, HUNTER, W. G., & HUNTER, J. S. Statistics for experimenters: An
introduction to design, data analysis, and model building. New York: Wiley, 1978.

CARVALHO, W., FONSECA, M. E. D. N., SILVA, H. R., BOITEUX, L. S., & GIORDANO,
D. B. Estimativa indireta de teores de licopeno em frutos de gendtipos de tomateiro via andlise
colorimétrica. Horticultura Brasileira, v. 232, n. 3, p. 819-825, 2005.

CARDENAS-TORO, F.; ALCAZAR-ALAY, S.; COUTINHO, J.; TEIXEIRA, H.; FORSTER-
CARNEIRO, T.; MEIRELES, M. A. A. Food and Bioproducts Processing Pressurized liquid
extraction and low-pressure solvent extraction of carotenoids from pressed palm fiber :

Experimental and Economical Evaluation. v. 4, p. 90-100, 2015.

CHANFORAN, C., LOONIS, M., MORA, N., CARIS-VEYRAT, C., DUFOUR, C. The impact
of industrial processing on health-beneficial tomato microconstituents. Food Chemistry, v.
134, n. 4, p. 17861795, 2012.

COOPERSTONE, J. L.; FRANCIS, D. M.; SCHWARTZ, S. J. Thermal processing
differentially affects lycopene and other carotenoids in cis -lycopene containing , tangerine
tomatoes. Food Chemistry, v. 210, p. 466472, 2016.

FERREIRA, T., DILLENBURG, A., CRISTINA, T., SOUZA, L. DE, TEIXEIRA, J.,
TEIXEIRA, H. Phenolic compounds from yerba mate based beverages — A multivariate
optimisation. Food Chemistry, v. 190, p. 1159-1167, 2016.

GEORGE, B., KAUR, C., KHURDIYA, D. S., KAPOOR, H. C. Antioxidants in tomato
(Lycopersium esculentum) as a function of genotype. Food Chemistry, v. 84, n. 1, p. 45-51,
2004.

GODOQY, H. T.; RODRIGUEZ-AMAY A, D. B. Carotenoid composition of Brazilian nectarine
(Prunus persica). Revista do Instituto Adolfo Lutz, n. 57, v. 1, p. 73-79, 1998



84

GUMERATO, H.F.; VITALI, A.A; SCHIMIDT; F.L.; Equipamento Separador de Sementes e
Peles de Frutos em geral e Processo de Separacdao de Sementes e Peles de Frutos em Geral.
GUMERATO, H.F.; VITALI, A.A; SCHIMIDT; F.L. Vilage Marcas &Patentes S/C Ltda P.I
0400613-5 A, publicada 13.09.2005.

HAKALA, S. H.; HEINONEN, I. M. Chromatographic purification of natural lycopene.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 42, p. 1314-1316, 1994.

HERRERA, P. G.; CAMARA, M. Nutritional characterization of tomato fi ber as a useful
ingredient for food industry. Innovative Food Science and Emerging Technologies, v. 11, n.
4, p. 707-711, 2010.

KAUR, D., WANI, A. A., OBEROI, D. P. S., SOGI, D. S. Effect of extraction conditions on
lycopene extractions from tomato processing waste skin using response surface
methodology. Food Chemistry, v. 108, n. 2, p. 711-718, 2008.

KNOBLICH, M.; ANDERSON, B.; LATSHAW, D. Analyses of tomato peel and seed
byproducts and their use as a source of carotenoids. Journal of the Science of Food and
Agriculture v. 1170, n. October 2004, p. 1166—1170, 2005.

LAVECCHIA, R.; ZUORRO, A. Improved lycopene extraction from tomato peels using cell-
wall degrading enzymes. European Food Research and Technology, v. 228, n. 1, p. 153-158,
2008.

LAVELLI, V.; TORRESANI, M. C. Modelling the stability of lycopene-rich by-products of
tomato processing. Food Chemistry, v. 125, n. 2, p. 529-535, 2011.

NUNES, I. L.; MERCADANTE, A. Z. Vantagens e desvantagens das colunas C 18 e C 30 para
a separacdo de carotendides por CLAE. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas,v. 42,

2006.

PAPAIOANNOU, E. H.; KARABELAS, A. J. Lycopene recovery from tomato peel under mild
conditions assisted by enzymatic pre-treatment and non-ionic surfactants.Acta Biochimica
Polonica, v. 59, n. 1, 2012.

PETRARCA, H. M., ISABEL, R. M., ANTONIO, E., MARIA, C., SYLOS, D. Optimisation
of a sample preparation method for the determination of fumonisin B 1 in rice. Food
Chemistry, v. 158, p. 270-277, 2014.

PLACKETT, R. L., BURMAN, J. P. (1946). The design of optimum multifactorial
experiments. Biometrika, 33(4), 305-325.



85

POOJARY, M. M.; PASSAMONTI, P. Optimization of extraction of high purity all-trans-
lycopene from tomato pulp waste. Food Chemistry, v. 188, p. 84-91, 2015.

PRABHASHANKAR, B. et al. Enhanced cytotoxic and apoptosis inducing activity of lycopene
oxidation products in different cancer cell lines. Food and Chemical Toxicology, v. 97, p.
265-276, 2016.

RAMOS, D.M.R.; RODRIGUEZ-AMAY A, D. Avaliaciao das perdas de carotenoides e valor
de vitamina A durante a desidratacio e a liofilizacao industrial de cenoura e espinafre.

121 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) Universidade Estadual de Campinas,

Campinas, SP, 1991.

REBOUL, E.; BOREL, P.; MIKAIL, C.; ABOU, L.; CHARBONNIER, M.;CARIS-VEYRAT,
C., et al. Enrichment of tomato paste with 6% tomato peel increases lycopene and beta-carotene
bioavailability in men. The Journal of Nutrition, v. 135, n. 4, p. 7904, abr. 2005.

RODRIGUES, M. I, IEMMA, A. F. Experimental design and process optimization. 1 st
edition; CRC Press: Boca Raton FL., 2014.

RODRIGUEZ-AMAYA, D. B. A guide to carotenoids analysis in foods. ILSI Press,
Washington DC, USA, 2001.

SHI, J., MAGUER, M. LE, KAKUDA, Y., LIPTAY, A., & NIEKAMP, F. Lycopene
degradation and isomerization in tomato dehydration. Food Research International, v. 32, n.
1, p. 15-21, 1999.

TAN, B.; SODERSTROM, D. N. Qualitative aspects of UV-vis spectrophotometry of beta-
carotene and lycopene. Journal of Chemical Education, v. 66, n. 3, p. 258, 1989.



86

DISCUSSAO GERAL

O processamento industrial de tomate (Lycopersicum esculetum L.) para a producao
de polpa, molhos e sucos de tomate geram residuos, esses atualmente sio utilizados como
subprodutos para producdo de fertilizantes e alimentagdo animal, porém parte desse material €
descartado, uma vez que estes residuos acumulam em grandes quantidades durante a época de
maturacdo do tomate, provocam problemas de grande investimento no descarte correto para a
empresa, por isso hd a necessidade de uma estratégia de recuperacdo de compostos que
proporciona vérios beneficios a satide (KNOBLICH; ANDERSON; LATSHAW, 2005).

Os subprodutos de tomate, consistem em casca, semente € uma pequena fracao de
polpa. Esses sdo ricos em nutrientes e compostos bioativos: proteinas, 6leos, fibras, dcidos
organicos, carotenoides, antioxidantes e vitaminas (DEL VALLE et al. 2005). Além de licopeno
a de casca tomate proporciona proteinas e fibras (celulose e pectinas) (HERRERA; CAMARA,
2010) e as sementes de tomate podem ser processadas para recuperacao de proteina e extracao
de 6leo, que apresentam na sua composicao esterdis e dcidos graxos (SOGI, 2005). De acordo
com Shao (2015) o 6leo da semente de tomate apresenta um potencial para ser produzido na
industria e comercializado como um 6leo comestivel.

No presente estudo foram realizados a andlises de composi¢do centesimal de
residuos, cascas e sementes de tomate provenientes do processamento industrial, mostrando
que esses sdo ricos em nutrientes, com destaques para a porcentagem de fibras que quando
avaliado nas cascas apresentou cerca de 80%, e com baixo teor de gordura. O teor de licopeno
foi avaliado nos residuos e nas cascas, mostrado uma quantidade elevada de licopeno que se
apresentou maior na casca, que estava isenta de sementes. O teor de fendlicos foi verificado nas
cascas e sementes, onde as sementes apresentaram maior concentracdo de fendlicos totais
quando comparada as cascas. No 6leo extraido das sementes foi realizado a composi¢cdo de
acidos graxos, onde foram identificadosl2 acidos graxos, com a maior porcentagem do
linoleico e oleico.

O licopeno € o carotenoide predominante encontrado no tomate, em seus produtos
e no residuo industrial, podendo ser utilizado com ingrediente natural para a pigmentagcdo em
alimentos (MOTILVA et al., 2014; POOJARY; PASSAMONTI, 2015b). Porém a recuperacao
de carotenoides a partir de residuos industriais normalmente € realizada com solventes

organicos que deixam resquicios toxicos, mesmo apds a eliminacdo, como: hexano, acetona,
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metanol, tetra-hidrofurano (NUNES; MERCADANTE, 2006; POOJARY; PASSAMONTI,
2015b; STRATI; OREOPOULOQOU, 2015).

Nesse estudo foi realizado a otimizagdo da extragdo do licopeno com solventes
verdes (4dgua e etanol) e foi realizada a comparacdo da extracdo padrdo utilizando solventes
organicos (mistura de éter de petrdleo e éter etilico). A melhor condicdo de extracdo foi
realizada com etanol puro, temperatura mais baixa e 4 extragdes, e o rendimento de extracdo
foi de quase 70%, quando comparada com o processo utilizando solventes organicos. Vale
ressaltar que o licopeno extraido ndo apresenta residuo proveniente de solventes organicos

utilizados no processo de extracdo do licopeno, pois o etanol € um solvente verde.
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos nesse estudo contribuiram para provar o potencial da
utilizacdo de residuos de tomate como subprodutos alimenticios, podendo ser utilizado para
aumentar a concentracdo de compostos bioativos em produtos alimentares. As cascas de
tomates podem ser utilizadas como fonte de licopeno e de fibras, e transformadas em p6 como
aditivo alimentar natural, e assim aumentar o valor agregado e o efeito nutritivo de outros
alimentos industriais. Da mesma forma as sementes apresentam alto teor de compostos
fendlicos e sdo uma fonte vidvel para dcidos graxos, mostrando potencial em relacao a matéria
graxa. Além disso, o estudo viabilizou a extracdo de licopeno utilizando etanol “solvente
verde”, possibilitando a utilizacdo deste como novo ingrediente para a indudstria alimentar,

farmacéutica, quimica e inddstrias de cosméticos, sem a presenca de solventes residuais.
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TRABALHOS FUTUROS

Posteriormente, a fracdo das cascas de tomates, proveniente do processamento
industrial, serd aplicado em diferentes porcentagens em molhos de tomates comerciais. Serdao
avaliados atributos sensoriais e quimicos, como a melhora da coloracgdo, o teor de licopeno, de
compostos fendlicos totais e fibras, como também o aumento da capacidade antioxidante.

A partir do 6leo extraido das sementes de tomate provenientes do processamento
industrial serd realizado a identificacdo e quantificacdo dos principais tocoferdis e fitosterdis

presentes.
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