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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estudar a influéncia da radiacdo
UV-C no teor de compostos bioativos de tomates cereja (Lycopersicon
esculentum Mill.). Os tomates cereja foram submetidos a radiacdo UV-C
em doses de 573 mJ/cm? (UV1) e 992 mJ/cm? (UV2). Apbs 7 dias de
armazenamento a 20°C, os tomates foram liofilizados para obtengéo do
tomate em po. Posteriormente, 0 pd de cada amostra foi dissolvido em
etanol e os compostos antioxidantes foram obtidos pela tecnologia de
Extracdo Assistida por Ultrassom (EAU). Os tempos de extragdo foram
de 4, 8 e 12 minutos, utilizando-se trés concentra¢fes 1:10, 1:20 e 1:30
(Msotuto/ Vsolugao)- O licopeno foi quantificado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), e também foi determinado por método
espectrofotométrico. A atividade antioxidante foi avaliada pelos
métodos DPPH e ABTS. Os maiores rendimentos do extrato de 32,4 e
31,7%, foram obtidos na maior concentragdo de 1:30 (m/v). Quanto aos
compostos ativos, as amostras irradiadas apresentaram 5,8 vezes mais
licopeno que os extratos controle (sem tratamento UV). Os maiores
teores de fendlicos foram para os extratos irradiados e extraidos nas
condicdes de 4 e 8 minutos na concentracdo de 1:10 (m/v) apresentando
valores de 41,5 (UV1) e 44,4 (UV2) MQEAG/Qexrato, reSpeCtivamente.
Para atividade antioxidante (AA) (método ABTS) os melhores
resultados foram obtidos para as amostras tratadas com maior dose de
radiacdo, 4 e 8 minutos de extracdo e concentracdo de 1:20 (m/v). Pelo
método do radical DPPH, o tratamento com radiagdo UV-C com dose de
593 mJ/cm? apresentou os melhores resultados para a AA. Para
atividade antimicrobiana, os extratos, independente do tratamento com
UV-C e das condicOes de extracdo, foram mais eficazes em inibir o
crescimento das bactérias Escherichia coli e Listeria innocua. Os
resultados alcangados neste trabalho mostram que a tecnologia UV-C foi
eficaz para melhoria dos compostos antioxidantes de tomates cerejas nas
doses estudadas.

Palavras-chave: Radiacdo UV; Extracdo por ultrassom; Compostos
bioativos; Tecnologias emergentes.






ABSTRACT

The objective of the present work was to study UV-C radiation
influence on the cherry tomato bioactive compounds content
(Lycopersicon esculentum Mill). The cherry tomatoes were submitted to
UV-C radiation at doses of 573 mJ/cm2 (UV1) and 992 mJ/cmz? (UV2).
After 7 days of storage at 20°C, the tomatoes were freeze-dried to obtain
the tomato powder. Subsequently, the powder from each sample was
dissolved in ethanol and the antioxidant compounds were obtained by
Ultrasound Assisted Extraction (UAE) technology. The extraction times
were 4, 8 and 12 minutes, using three concentrations 1:10, 1:20, 1:30
(Msoiute/V solvent). Lycopene was quantified by high performance liquid
chromatography  (HPLC), and was also determined by
spectrophotometric method. The antioxidant activity was evaluated by
the DPPH and ABTS methods. The highest yields of extracts 32.4 and
31.7% were obtained in the highest concentration of 1:30
(Msotute/Vsoiution)- AS for the active compounds, the irradiated samples
presented 5,8 times more lycopene than the control extracts (without
UV-C treatment). The highest phenolic contents were obtained for the
extracts irradiated and extracted in the conditions of 4 and 8 minutes in
the concentration of 1:10 (m/v) presenting values of 41,5 (UV1) and
44,4 (UV2) MgEAG/Qexract, respectively. For antioxidant activity (AA)
(ABTS method), the best results were obtained for the samples treated
with the highest radiation doses, 4 and 8 minutes of extraction, and
concentration of 1:20 (m/v). By the DPPH radical method, treatment
with UV-C radiation at a dose of 593 mJ/cm? showed the best results for
AA. For antimicrobial activity, extracts, regardless of treatment with
UV-C and extraction conditions, were more effective in inhibiting the
growth of the bacteria Escherichia coli and Listeria innocua. The results
obtained in this work show that UV-C technology was effective for
improving the antioxidant compounds of cherry tomatoes at the doses
studied.

Keywords: UV radiation; Ultrasound extraction; Bioactive compounds;
Emerging technologies.
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1 INTRODUCAO

Alimentos que possuem componentes com propriedades que
exercem influéncia sobre as atividades fisioldgicas e metabolicas no
organismo humano, tém despertado cada vez mais o interesse dos
consumidores que buscam uma dieta saudavel.

Neste contexto, a incorporacdo de compostos bioativos em
alimentos fresco e/ou processado tem sido objeto de estudo da indUstria
de alimentos. A irradiacdo por luz ultravioleta de ondas curtas (UV-C)
tem sido utilizada afim de tornar mais disponivel o conteldo de
compostos bioativo, principalmente da classe dos antioxidantes e ao
mesmo tempo no tratamento para eliminacdo de microrganismos para
conservagdo dos alimentos. Trata-se de uma tecnologia limpa néo
geradora de efluentes e de subprodutos, aspectos estes, importantes do
ponto de vista alimenticio e ambiental.

O tratamento pos-colheita com luz UV-C tem impactado de
maneira benéfica varios parametros relacionados a qualidade de frutas e
hortalicas frescas, reduzindo o ritmo de maturagdo, melhorando a
firmeza e aumentando os niveis de pigmentacdo, (ARTES et al., 2009)
além da inativacdo da microbiota presente na superficie do fruto.
Estudos tém relatado a capacidade de manutengdo e o incremento de
compostos fendlicos de vegetais tratados com UV-C. Esses compostos
tém sido relacionados aos beneficios na prevencdo de doencas e
potenciais efeitos antitumorais, anti-inflamatorios e anti-histaminicos no
organismo humano (LOPEZ-MALO e PALOU, 2005; KOUTCHMA e
ORLOWSKA, 2012).

Frutas e hortalicas sdo alimentos associados a manutencdo da
salde e prevencdo de doencas degenerativa. O tomate, por exemplo,
possui entre seus compostos, os carotenoides, sendo o licopeno o
principal composto. Assim, o interesse pela manutencdo dos compostos
ativos em frutas e hortaligas apds a colheita e durante 0 armazenamento
até o consumidor final é grande, devido sua alta atividade antioxidante e
consequente beneficio a salde. Esses beneficios tém despertado
interesse de varios pesquisadores em avaliar o comportamento desses
compostos frente aos processos pos-colheita. De acordo com Liu et al.
(2012), tratamentos com radiacdo gama e ultravioleta podem aumentar o
teor de compostos fenolicos de frutas. A radiacdo UV-C tem sido
testada como tratamento pds-colheita para retardar senescéncia e
crescimento de fungos em frutas e hortalicas, além do teor de vitaminas
e contetdo de fendlicos totais em tomates (CHARLES et al. 2009; LIU
et al. 2012). Estudos recentes com radiagdo UV-C mostram um
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promissor avango na extensdo da vida atil de produtos frescos e no
tratamento pds-processamento para carnes prontas ao consumo (RTE
meats ou carnes Ready-to-Eat), funcionando como alternativa viavel em
relagdo aos tratamentos térmicos tradicionais (KOUTCHMA, FORNEY
e MORARU, 2009). De acordo com Tomas-Barberan e Espin (2001) a
radiacdo UV atua nas enzimas que degradam os compostos fendlicos,
afetando assim sua atividade benéfica ao organismo humano.

Por ser uma importante fonte de &cido ascérbico, carotenoides,
flavonoides e vitamina E, o fruto de tomate apresenta grande potencial
antioxidante qualificando-o a prevenir doengas em decorréncia de seu
consumo, sendo destacado o alto nivel de licopeno em sua composicéo,
molécula que contribui para a forte atividade antioxidante presente (DI
MASCIO E KAISER SIES, 1989).

Associada as tecnologias de tratamento pds-colheita para
melhoria e/ou manutencdo desses compostos, as técnicas de extragio e
quantificacdo dos bioativos devem ser confiaveis de forma a assegurar
os efeitos benéficos dos tratamentos. Assim, a técnica de extracdo
ultrassdnica tem despertado grande interesse nos meios académico e
industrial devido a wuma melhora significativa na relagdo
tempo/eficiéncia. Comparada as extragdes convencionais, a extracao por
ultrassom apresenta maior eficiéncia em menor tempo. Além disso, é
capaz de provocar ao longo do processo o rompimento da parede celular
da matriz vegetal aumentando o poder de penetragdo do solvente e o
contato entre as fases soluto/solvente, facilitando assim, a liberacdo dos
COMpOStOos.

Quanto aos métodos de quantificacdo dos compostos fendlicos
tem-se 0 método de Folin-Ciocalteu baseado na transferéncia de
elétrons. Para determinacéo do potencial antioxidante tem-se 0s métodos
gue consideram o sequestro de radicais livres como DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) e ABTS {2,2-azinobis (3-
ethylbenzothiaziline-6-sulfonate)}. Ha também métodos que consideram
a reacdo de transferéncia de atomos de hidrogénio como ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) e p-caroteno/linoleato (CRUZ
et al., 2016) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Levando em conta que nenhum ensaio isoladamente tem a
garantia de determinar a atividade antioxidante de maneira a contemplar
a exata capacidade total dessa atividade (KARADAG,; OZCELIK;
SANER, 2009; BADARINATH et al., 2010).

Assim, visando a obtencdo de extratos com maior teor de
compostos bioativos, a presente pesquisa teve por objetivo estudar os



25

efeitos da irradiagdo por luz UV-C de tomates cereja (Lycopersicon
esculentum Mill) na composigéo dos extratos.
1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos da radiacdo UV-C associada a extragdo

assistida por ultrassom nos compostos antioxidantes de tomates cereja
(Lycopersicon esculentum Mill), e a efetividade dos extratos contra
microrganismos.

1.1.2 Objetivos Especificos

a)

b)

d)

€)

f)

Aplicar diferentes doses de radiacdo (mJ/cm?) e intensidades de
radiacdo (W/m2) UV-C em tomate cereja;

Obter os compostos bioativos a partir do tomate irradiado e ndo
irradiado, de tomates liofilizados (em pd), através da extracao
assistida por ultrassom (sonicador de ponteira)

Analisar a atividade antioxidante dos extratos obtidos através
dos métodos DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl) e ABTS
{2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)};

Determinacdo dos teores de licopeno presentes nos extratos de
tomate com e sem tratamento com luz UV-C por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) e espectrofotometria;

Determinacdo do teor de compostos fenodlicos totais presentes
nos extratos com e sem radiacdo UV-C, pelo método de Folin-
Ciocalteu;

Analisar a atividade antimicrobiana dos extratos para bactérias
gram-positivas; gram-negativas e levedura.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TOMATE

Originario da América Central e do Sul, o tomate (Lycopersicon
esculentum) é hoje cultivado e consumido em quase todo 0 mundo, e em
pesquisa realizada pelo Tomato News (2011) tem apresentado aumento
médio de 1,1 milh&o de toneladas/ano, no seu consumo de in natura e de
derivados.

E provavel que as primeiras espécies do tomateiro doméstico
tenham sido cultivadas na regido da América Central e posteriormente,
difundida para o resto do mundo através dos colonizadores europeus em
meados do século XIX, apds a colonizacdo das Américas. Porém os
primeiros registros da popularizacdo de seu consumo comecaram a
surgir pds-primeira guerra mundial, na Europa (ALVARENGA, 2004).

No Brasil o tomate é a segunda hortalica mais consumida,
perdendo apenas para a batata (ANUARIO DA AGRICULTURA
BRASIEIRA, 2010) e tem o volume de sua cadeia produtiva comercial
concentrada nos estados da Goiés, Bahia, Minas Gerais, e Sao Paulo
(ANUARIO BRASILEIRO DE TOMATE, 2016).

Segundo dados do Anuéario Brasileiro de Tomate (2016), a
producdo brasileira foi de 1.250 milhdes de toneladas, producdo que
destacou o pais como o oitavo maior produtor mundial. Estima-se que
um terco desta producdo é comercializada pela industria na forma de
produtos, tornando o Brasil o quinto maior produtor de tomate para fins
industriais (WPTC, 2012).

2.1.1 Tomate cereja

Cultivado em regides temperadas, tropicais e subtropicais de
todo 0 mundo, o tomate apresenta hoje uma vasta diversidade fenotipica
com grande variedade de combinagdes na cor, forma e tamanho do
fruto, todas estas variacdes decorridas de uma soma de fatores como
condi¢des agroclimaticas somadas a forgas micro evolutivas ao longo
dos anos (RODRIGUEZ-BURRUEZO et al., 2005; DIEZ e NUEZ,
2008).

Uma das variedades de tomate mais populares no mundo é o
tomate do tipo cereja (Lycopersicon esculentum) (WANG et al., 2008;
ZHAO et al.,2010). Apresentando de 2 a 2,5 cm de didmetro e com
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pesos que variam de 5 a 30 g, o tomate cereja pode apresentar formato
ovalado, piriforme ou redondo (WARNOK, 1988; FILGUEIRA, 2000;
ALVARENGA, 2004).

No Brasil a produgdo de tomate cereja apresentou crescimento,
seguindo a tendéncia da producéo ja mundialmente conhecida do tomate
rasteiro (LENUCCI et al., 2006). Este aumento na producdo tem sido
impulsionado em decorréncia do aumento do consumo in natura desta
modalidade de tomate, e bem como, da visdo moderna da culinéria atual
gue considera o tomate cereja um produto exdtico, sofisticado e ideal
para utilizagdo em pratos de alta gastronomia, como adorno e aperitivo,
com sabor diferenciado das variedades de tomates mais populares
(MACHADO et al., 2003).

2.1.2 Caracteristicas fisicas e quimicas do tomate cereja

Sendo um ancestral do tomate cultivado, o tomate cereja
(Lycopersicon esculentum Mill) é considerado uma espécie selvagem
(TAYLOR, 1986). Devido a grande variedade de habitats e diversidades
geogréficas favoraveis ao crescimento do género Lycopersicon, uma
ampla variabilidade de espécies selvagens de Lycopersicon spp. e
esculentum desenvolveram-se ao longo do tempo (WARNOCK, 1991).

Sabe-se que o tomate do tipo cereja é rico em acido ascorbico,
compostos antioxidantes, carotenoides e compostos fendlicos e que tais
substancias ao serem ingeridas promovem beneficios a salde, o que
motiva a ampla aceitacdo do consumidor e atribui alto valor comercial
ao produto (RAFFO et al., 2002; LENUCCI et al., 2006).

Em estudo desenvolvido por RAFFO et al. (2006), foram
analisadas variagBes sazonais nos componentes antioxidantes de tomate
cereja e concluiram que frutos do grupo cereja, em condicdes
geogréaficas e estdgio de crescimento anual similares, apresentaram
alteragdes nos teores dos componentes antioxidantes. Com os resultados
obtidos, os autores ressaltaram que as altas temperaturas da bacia do
mediterraneo afetam o acimulo de licopeno no fruto.

Potencialmente aproveitada por sua excelente caracteristica
nutricional, a polpa do tomate é a principal parte utilizada pela cadeia de
processamento industrial, enquanto as outras partes, muitas vezes, sdo
descartadas. Entretanto, a pele e as sementes, geralmente destinadas ao
setor de alimentacdo animal, sdo subprodutos nutricionalmente
importantes. A pele é rica em licopeno e outros carotenoides, engquanto
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as sementes e cascas acumulam carboidratos, minerais e proteinas
(KNOBLICH; BRANDI; LATSHAW, 2005).

Para fins de estudo de composi¢do quimica do tomate cereja,
um fator importante a ser considerado é o estadgio de maturagdo. A cor
superficial do fruto maduro pode ser amarela, rosada, laranja ou
vermelha, dependendo da espécie, e durante 0 amadurecimento dos
frutos uma série de mudangas quantitativas e qualitativas ocorre na
composicdo quimica (SUAREZ; RODRIGUEZ; ROMERO, 2008).
Observam-se aumento das concentracdes de alguns compostos como
acucar redutor, carotenos e ascorbato, e reducdo de outros como,
clorofila e acido clorogéncio (CANO; ACOSTA; ARNAO 2003).

Diferentemente do tomate tradicional, o tomate cereja apresenta
uma maior concentracdo de aclcares totais. As variedades cereja
possuem docgura suficiente para chegar entre 9 e 12 °Brix, enquanto o
tomate comum varia entre 4 e 6 °Brix (RODRIGUES, 2016). A Tabela
1 apresenta alguns dados obtidos da literatura para a composicdo
guimica do tomate cereja, no entanto, como é claramente justificado
pelos autores, os valores variam de acordo com a cultivar do tomate, a
sua fase de maturacfo, e as condi¢Bes de cultivo (GEORGE et al.,
2011).
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Tabela 1 - Macronutrientes e carotenoides presentes no tomate cereja.

Composicdo nutricional do Tomate Cereja

Carboidratos (%)

Proteinas
(9-100g™)

Lipidios (g.100g™)

Acucares (° Brix)

Umidade (%)

Cinzas
(9.100g™)

Fibras
(9.100g™)

B-Caroteno (ug)

a-caroteno (pug)

Licopeno (pg)

Luteina + zeaxantina
(ng)

Macronutrientes

Referéncias

3a35

0,8a0,9

0,2

5al2

92,8

0,5

2,4

Moreiras et al., 2005

USDA, 2011;
Pinho et al., 2008

Pinho et al., 2008;
USDA, 2011

Pinho et al., 2008;
Rodrigues, 2016

Suarez et al., 2007

Oke et al., 2005

Pinho et al., 2008

Carotenoides

449

101

2573

123

USDA, 2011

USDA, 2011

USDA, 2011

USDA, 2011

Fonte: Adaptado de PINHO et al. (2011); CARVALHO (2012).
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2.2 ANTIOXIDANTES

Substancia natural ou sintética, o antioxidante esta contido ou é
adicionado em produtos visando o efeito de retardar ou prevenir a
deterioracdo dos mesmos por intermédio da acdo do oxigénio presente
no ar. Na medicina e bioquimica, os antioxidantes sdo as enzimas ou
substancias orgéanicas, a exemplo do B-caroteno e da vitamina E, com
capacidade de acdo contra a oxidacdo de tecidos animais (HUANG et
al., 2005).

O consumo de alimentos ricos em substancias com capacidade
antioxidante é a principal forma de aumentar o potencial de defesa do
organismo contra a oxidacdo de biomoléculas por radicais livres.
Alimentos como cereais integrais, frutas, grdos e hortalicas sdo alguns
dos exemplos de alimentos que fornecem o0s nutrientes e compostos
bioativos necessarios, que atuando juntamente com os antioxidantes
enzimaticos irdo reduzir os efeitos indesejaveis provocados pelo estresse
oxidativo (FANG et al., 2002; VALTUENA et al., 2008).

2.2.1 Radicais livres e sua atividade oxidativa

Os radicais livres sdo definidos como espécies quimicas
compostas de moléculas ou atomos com capacidade de existir de
maneira independente e que apresentam um ou mais elétrons
desemparelhados em seu orbital externo. Sdo altamente instaveis, muito
reativos e com meia-vida curta, com a possibilidade de causar danos por
reagirem com quase todas as moléculas do qual entram em contato
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1998; BARREIROS, 2006).

Gerados por fontes enddgenas os radicais livres sdo produtos do
metabolismo celular utilizados na conversdo dos nutrientes dos
alimentos em energia durante a sua liberagdo no processo de reducéo do
oxigénio, e originam-se de processos biolégicos organicos como a
atividade de oxidases, reducdes de flavinas e tids, cicloxigenases,
lipogenases e desidrogenases. Ja os radicais provenientes das fontes
exogenas sdo geralmente gerados pela poluicdo do ar, anestésicos,
solventes organicos, tabagismo, radiacdes e pesticidas (MACHILIN e
BENDICH, 1987; SOARES, 2002; VALKON et al., 2007).

A deficiéncia de mecanismos de defesa associados a produgéo
excessiva de radiais livres, muitas vezes motivados pela desnutri¢do ou
pela alimentacdo pobre em determinados tipos de alimentos, pode ser
prejudicial, e consequentemente, induzir a oxidacdo de carboidratos,
DNA, enzimas, lipidios de membranas e proteinas, levando a um



32

desequilibrio e gerando danos decorrentes do estresse oxidativo
(HALLIWELL, 1994; LANGSETH, 2000; VALKON et al., 2007).

A diminuicdo dos radicais livres retarda ou evita danos a
componentes celulares diretamente relacionados a degeneragcdo de
células somaticas que induzem a doencgas crbnico-degenerativas e
condi¢des patoldgicas ocasionadas pelo avango da idade como o céncer,
doencas cardiovasculares, aterosclerose, doencas inflamatdrias e
cardiovasculares, mal de Alzheimer e Parkinson (LANGSETH, 2000;
CERIELLO e MOTZ, 2004; SCALBERT et al., 2005; ROBERTS e
SINDHU, 2009; TARKO et al., 2009).

Buscando o equilibrio entre 0s mecanismos antioxidantes de
defesa e os fatores que promovem oxidagdo presente no sistema
bioldgico, as pesquisas tem avancado a procura de alimentos que
contenham compostos que apresentem capacidade antioxidativa a fim de
auxiliar no retardo e na prevencao de doencas cronicas (OZSQY et al.,
2009; OKARTER et al., 2010).

2.2.2 Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante esta relacionada com a aptiddo de
determinado composto em proteger organismos biologicamente
susceptiveis as reacOes aos processos nocivos envolvendo espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (ALVES et al., 2010). Os antioxidantes
naturais ou sintéticos atuando como inibidores de reacdes e assumindo o
papel de receptores de radicais livres dos acidos graxos ou de doadores
de hidrogénio sdo capazes de interferir na participacdo do oxigénio
singlete (RIBEIRO e SERAVALLLI, 2004).

Assim, 0 mecanismo de agéo antioxidante inclui desde eliminar
espécies reativas de oxigénio, manter o mecanismo antioxidante
bioldgico regulado e protegido, além de suprimir a formacéao de espécies
reativas quelando elementos-tragco ou simplesmente pela inibigdo
enzimética (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1998).

Vérias substancias classificadas, de maneira geral, como
compostos bioativos apresentam capacidade antioxidante, a exemplo
dos compostos fendlicos que detém grande quantidade de funcgdes de
ordem fisiolégica como, funcdo antialérgica, antimicrobiana,
antiarteriogénica, anti-inflamatdria, antitrombdtica, cardioprotetora e
vasodilatadora, mas as fungdes antioxidantes desses compostos tém sido
relatadas como sua principal atribuicdo (BALASUNDRAM,;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Outro exemplo sdo os carotenoides,
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classificados como corantes naturais presentes em diversos vegetais
como cenouras, espinafres, laranjas, tomates, dentre outros,
qguimicamente estruturados por liga¢bes duplas conjugadas (STAHL e
SIES, 1999).

Em fungdo dessa estrutura insaturada, os carotenoides
apresentam capacidade de sequestrar oxigénio e radicais perdxidos,
além disso, estimulam a comunicagdo entre células elevando a resposta
do organismo em relacdo a imunidade, modulam o metabolismo
carcinogénico e inibem a proliferacdo celular (DI MASCIO et al., 1989;
SIES e STAHL, 1995). Todos esses beneficios tém sido estabelecidos e
reportados em estudos que relacionam o consumo de alimentos ricos em
carotenoides com a reducdo do risco de doengas (GIOVANNUCKCI,
1999; TAPIERO et al., 2004).

2.2.3 Licopeno

O licopeno é um dos 600 pigmentos carotenoides encontrados
na natureza e um dos 25 encontrados no tecido e plasma humanos.
Apresentando estrutura aciclica e simétrica, é constituido apenas por
atomos de carbono e hidrogénio, contém onze duplas ligacbes
conjugadas e duas ligacdes ndo conjugadas (KHACHIK et al., 2002;
MCCLAIN; BAUSCH, 2003), conforme mostra a Figura 1.

Figura 1- Estrutura quimica do licopeno.

CH, CH; CH, CHs

CHy CH; CHj CH;
Fonte: Dados do autor (2016).

Responséavel pela coloracdo vermelho alaranjada de frutas e
vegetais, esse pigmento carotenoide tem efeito protetor direto contra
radicais livres, mas ndo apresenta efeito provitamina A (BRAMLEY,
2000; LUGASI et al., 2003; NUNES; MERCADANTE, 2004), além
disso é considerado um antioxidante eficaz na protecdo da camada
celular por reagir principalmente com o oxigénio molecular e com os
radicais peroxidos (RAO; SHEN, 2002; SHAMI; MOREIRA, 2004).
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O tomate apresenta em sua composicdo o licopeno e o B-
caroteno em quantidades nutricionalmente relevantes, em média 2573 e
449 ng/100g de fruto, respectivamente (GOULD, 1992). Variando de
acordo com a coloracdo dos frutos de tomate, o licopeno faz-se mais
presente em frutos maduros com coloragdo vermelha intensa. Ja o -
caroteno encontra-se em maior quantidade no estadio de maturagédo
inicial, onde a cor amarela/alaranjada fica mais evidente, logo a razéo
entre estes dois carotenoides estd diretamente relacionada ao grau de
maturacdo do tomate (GIOVANNUCCI, 1999).

Na literatura diversos estudos associam esses COmpostos a
capacidade de reduzir consideravelmente o risco de céanceres: de
garganta, pulmdo, prostata, intestino, e doencas cardiovasculares
(GIOVANNUCCI, 1999; TAPIERO et al., 2004).

2.2.4 Métodos de avaliacio da atividade antioxidante e
quantificacdo de compostos

Considerando a diversidade das estruturas quimicas dos
compostos antioxidantes, os diferentes tipos de radicais livres, as
distintas formas de atuacdo nos organismos Vivos, e seus mais variados
mecanismos de acdo, ndo hd como existir apenas um método
simplificado que possibilite a identificacdo e quantificacdo da atividade
antioxidante, por este motivo varios ensaios sdo desenvolvidos com as
mais variadas metodologias e fundamentos (CAETANO, 2009; ALVES
etal., 2010).

Considerando as diversas reacdes quimicas envolvidas, o0s
principais métodos utilizados para quantificar a capacidade antioxidante
podem ser classificados a partir do mecanismo de acdo usado. A
exemplo dos métodos que consideram o sequestro de radicais livres
como DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl) e ABTS {2,2-azinobis (3-
ethylbenzothiaziline-6-sulfonate)}. Métodos que consideram a reacdo de
transferéncia de atomos de hidrogénio, a exemplo do método ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) e do método -
caroteno/linoleato (CRUZ et al., 2016), também sdo utilizados com a
finalidade de avaliar a atividade antioxidante.

Levando em conta que nenhum ensaio isoladamente tem a
garantia de determinar a atividade antioxidante de maneira a contemplar
a exata capacidade total dessa atividade, é importante considerar a
aplicabilidade de cada método avaliando os pontos fracos e fortes em
relacdo ao tipo de amostra a ser analisada. Além disso, a titulo de
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credibilidade é relevante considerar a realizagdo de duas ou mais
técnicas  analiticas (KARADAG,; OZCELIK; SANER, 2009;
BADARINATH et al., 2010).

2.2.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Utilizada para analisar o perfil quimico dos extratos, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou High-performance
Liquid Chromatography (HPLC). E um tipo de cromatografia que
trabalha com a separacdo e quantificacdo de uma enorme variedade de
compostos a partir da preparacdo de uma fase mével eluida em altas
pressdes. Geralmente esta técnica apresenta resultados eficientes em um
curto intervalo de tempo (CIOLA, 1998).

Todo este processo analitico decorre por intermédio da acdo de
uma fase mdvel, constituida de solvente, que atravessa a fase
estacionaria, constituida por particulas sdlidas envolvidas em uma
coluna. Por fim, as forcgas fisicas e quimicas envolvidas entre solutos e
as duas fases propiciam a retencdo dos solutos sobre a coluna e
promovem a separacao dos compostos.

A CLAE apresenta uma série de vantagens como alta resolucao,
exceléncia de resultados quantitativos, boa automacéo, e menor tempo
de andlise, em contrapartida tem um alto custo operacional, alto custo do
equipamento, falta de um detector universal, e pouco uso para analises
qualitativas.

2.3 POTENCIAL ANTMICROBIANO

A biodiversidade vegetal e a sua possibilidade de fornecer
recursos bioquimicos e genéticos que possam trazer beneficios com
caracteristicas bioativas e com potencial farmacéutico tem sido o foco
de pesquisas que buscam com avidez resultados promissores (BASTOS
et al., 2011). Um levantamento feito pela WHO (World Health
Organization) afirmou que uma grande parcela da populacdo €
dependente da medicina tradicional para cuidados basicos de saude,
dando margem para possiveis substitutos com principio ativo
proveniente de extratos de plantas em detrimento dos quimicos
comumente utilizados (FARNSWORTH et al., 1984; AKELERE, 1992)

O interesse da populacdo por alternativas que substituam o uso
de antimicrobianos artificiais e conservantes quimicos, principalmente
relacionados a inibicdo e inativacdo de micro-organismos patogénicos e
deteriorantes tem desafiado as indlstrias bioquimicas e alimentares e
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influenciado consideravelmente o aprofundamento de pesquisas
(TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010).

O uso excessivo de antibidticos tem desenvolvido novos micro-
organismos cada vez mais resistentes culminando na busca por novas
substancias antimicrobianas justificando o uso dos produtos naturais
(CRUZ et al.,, 2016). Vaérios compostos extraidos de plantas séo
relatados na literatura por apresentar grande potencial antimicrobiano, a
exemplo dos grupos de &cidos fendlicos, fendis simples, quinonas,
cumarina, flavonas, flavonois, taninos, terpendides e 6leos essenciais
alcaloides (FESSENDEN, 1982; TORSSEL, 1983; SCALBERT, 1991;
TERRAS et al., 1993; STERN et al., 1996; O’KENNEDY; THORNES,
1997).

Diversos métodos qualitativos e quantitativos de avaliacdo da
atividade antimicrobiana encontram-se disponiveis. Os que mais se
destacam sdo os métodos qualitativos de difusdo em agar, que buscam
identificar os extratos com potencial em inibir o crescimento de
bactérias, e 0 método quantitativo de CMI (Concentracdo minima
inibitéria), que afere a quantidade minima de um extrato vegetal em
inibir o crescimento de certo micro-organismo (VIEIRA, 2005;
OSTROSKY et al, 2008).

2.4 RADIACAO ULTRAVIOLETA

A luz UV é processada em uma ampla faixa de comprimento de
onda numa regido ndo ionizante do espectro eletromagnético, entre 100
nm (Raio X) a 400 nm (luz visivel) (FDA, 2000). Esta amplitude é
comumente subdividida em regifes as quais estdo expressas na Tabela
2.
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Tabela 2 - Subdivisdes da amplitude da luz ultravioleta (UV) no espectro
eletromagnético.

Comprimento de

Tipo onda (nm) Efeitos

Gama UV de vécuo. E absorvido por
uv-v 100 - 200 muitas substancias e transmitida apenas

no vacuo.

Amplitude germicida conhecida por
uv-C 200 - 280 gama capaz de inativar bactérias,

fungos e virus.

Pode provocar queimaduras na pele e
Uv-B 280 -315 eventualmente levar ao cancer de pele.
UV-A 315 - 400 Causa alteragbes na pele humana

provocando bronzeamento.

Fonte: Adaptado de KOUTCHMA, FOURNEY e MORARU (2009).

A forma invisivel de luz além da violeta foi detectada em 1801
pelo cientista alemdo Johann Ritter que identificou a capacidade desta
radiacdo em oxidar haletos de prata, sendo sua descoberta chamada de
luz ultravioleta (UV) no final do século XIX (BALL, 2007). A
tecnologia UV comegou a ser utilizada nos Estados Unidos a partir de
1930 onde era aplicada em superficies e no ar de ambientes estéreis,
como hospitais. Com o aprofundamento dos estudos, foi adaptada para
esterilizacdo de embalagens de polietileno de alta densidade, a exemplo
das embalagens de iogurte, copos plasticos e tampas plasticas de
garrafas, todas utilizadas no sistema Ultra High Temperature (UHT)
(BINTSIS et al., 2000).

Associados a isso, estudos recentes voltados para irradiagdo de
luz UV mostram um promissor avango no processamento de alimentos
liquidos, na extensdo da vida Util de produtos frescos e no tratamento
pés-processamento para carnes prontas para consumo (RTE meats ou
carnes Ready-to-Eat), funcionando como alternativa vidvel em relacdo
aos tratamentos térmicos tradicionais (KOUTCHMA, FORNEY e
MORARU, 2009).

Com a comprovacdo de seus efeitos biolégicos e bioquimicos, a
radiagdo UV passou a ter diversas aplicagdes no processamento de
alimentos, sendo aplicada inicialmente no tratamento de 4gua e sucos
(FDA, 2000), e posteriormente em superficies de frutas e hortalicas
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aumentando a resisténcia dos tecidos a micro-organismos deteriorantes
(BINTSIS et al., 2000).

2.4.1 Tecnologia de radia¢do UV-C

A aplicagdo de luz UV-C, utilizada para conservacdo e/ou
tratamento de alimentos, é considerado um método fisico ndo térmico de
preservacdo através da luz. Bem requisitada do ponto de vista ambiental,
€ uma tecnologia que prescinde o uso de produtos quimicos além de ndo
gerar efluentes nem subprodutos (CHANG et al., 1985).

O tipo de meio fisico na qual a luz UV-C sera aplicada exerce
influéncia direta na sua capacidade de penetragdo, sendo o ar um meio
de penetracdo mais sensivel a radiacdo que os meios liquidos. O
coeficiente de absorcdo (o em cm™) do meio delimita o grau de luz
incidente que serd ou ndo absorvido. Ainda em liquidos, uma maior
intensidade de turbidez e cor reduz a penetracdo de luz através do
sistema, devido ao aumento do coeficiente de absor¢do (GUEDES et al.,
2009)

A Food and Drugs Administration (FDA) aprovou e certificou a
utilizacdo de luz UV no comprimento de onda de 254 nm (UV-C) como
uma faixa de desinfeccdo segura para o tratamento de alimentos. A
intensidade da radiacdo UV é expressa como intensidade de fluxo ou
irradiancia (W/m2), sendo a dose de radiagdo uma relacdo de funcéo da
intensidade e do tempo de exposicdo, representada como exposi¢do
radiante (J/m2) (GIESE, 1964).

A eficiéncia da tecnologia UV depende da relacéo correta entre
as exigéncias especificas da tecnologia em conjunto com a escolha da
fonte de radiagdo UV adequada e seus efeitos em longo prazo.
Atualmente a fonte de radiacdo mais utilizada nos sistemas de
desinfeccdo a base de UV tem sido a lampada de mercurio de baixa e
média pressdo. Todavia, no ramo alimenticio a preocupacdo com a
liberacdo de mercdrio tem estimulado o desenvolvimento e validacdo de
lampadas sem mercurio que mantenham a mesma eficiéncia para
inativacdo microbiana (KOUTCHMA, FORNEY e MORARU, 2009).

Vérias adaptacdes e tipos de fontes UV alternativas tém sido
desenvolvidas com o intuito de suprir as deficiéncias ou melhorar os
resultados das l&mpadas de baixa e média pressdo de mercurio.
Tecnologias de UV pulsado e lampadas de excimero sdo algumas das
alternativas que tém sido desenvolvidas e tém apresentado resultados
satisfatérios quanto a independéncia de sua eficiéncia em relacdo aos
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efeitos de variagdo de temperatura. Entretanto, para que se comprovem
seus efeitos positivos de aplicacdo em alimentos, ha a necessidade de
realizacdo de estudos especificos (KOUTCHMA, FORNEY e
MORARU, 2009).

2.4.2 Mecanismo de funcionamento da radia¢do UV-C

Em um reator UV, a descarga elétrica excita os atomos e ions
presentes no gas da ldampada, os quais emitem radia¢do no comprimento
de onda de luz UV. Essa luz emitida interage com diversos componentes
presentes no reator UV como, o material da lampada (vidro ou quartzo),
as paredes do reator e a substancia a ser tratada (liquida ou solida). O
comprimento de onda que atingird os componentes quimicos e micro-
organismos sofre influéncia direta de todos estes componentes presentes
no reator (KOUTCHMA, FORNEY e MORARU, 2009).

Incidindo no material por periodo de tempo previamente
determinado, a radiacdo emitida pela lampada UV-C reduz a carga
microbiana e inativa enzimas, através da modificacéo do direta do DNA
dos microrganismos, como ja comprovado em frutas e hortalicas
“frescas”, minimamente processadas, alimentos liquidos, além de
esterilizar embalagens e superficies de equipamentos (GONZALES-
AGUILAR, 2004).

Quando utilizada para inativagdo de micro-organismos, a
radiacdo UV-C demonstra desvantagens devido ao seu baixo poder de
penetracdo. Assim, € necessario que a superficie de frutas frescas e
minimamente processadas, por exemplo, estejam isentas de particulas de
po6 funcionando como protecdo, ou seja, 0S micro-organismos a serem
inativados devem estar diretamente expostos a radiacdo. Em
contrapartida, a radiacdo UV-C ¢ ideal para descontaminacdo de
superficies de embalagens, tampas e outros materiais que entrem em
contato com os alimentos (LOPEZ-MALO e PALOU, 2005).

A aplicacdo de luz UV-C em curto periodo de tempo operando
em alta intensidade ou em longo periodo de tempo operando em baixa
intensidade é o que influencia a taxa de reducéo microbiana. Essas doses
para descontaminacdo atingirdo o efeito final desejado levando-se em
consideragdo o tipo de microrganismo e a linhagem (GUEDES et. al.,
2009).

Uma série de fatores criticos sdo considerados quando se aplica
luz UV-C em sucos de frutas com o objetivo de descontaminacéo.
Considerando que a radiacdo ideal nestes casos seja menos de 400 J/mz,
a configuragdo geométrica do reator, o perfil de fluxo do produto e a
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direcdo da radiacdo, além da configuracdo disposta no reator e a
poténcia da radiacdo, sdo alguns dos fatores criticos relevantes
(GUEDES et al., 2009).

No caso de liquidos, o numero de recirculagcBes ajudard a
determinar a poténcia (dose) a ser aplicada, sendo considerado efeito do
tipo cumulativo (REINEMANN et al., 2006). A radiacdo tera sua
intensidade avaliada durante todo processo de aplicacdo (TRAN e
FARID, 2004) contanto que o tempo de exposicdo seja plenamente
suficiente para reducdo microbiana almejada (GUEDES et al., 2009).

2.4.3 Aplicacao e efeitos da luz UV-C em vegetais

Altamente pereciveis, cerca 40% das frutas e hortalicas
produzidas séo desperdicadas em alguma etapa desde sua colheita até o
consumidor final. Como alternativa para reduzir tais perdas, seja do
produto in natura ou na forma processada, e com o intuito de melhorar
propriedades e caracteristicas sensoriais, novas tecnologias tém sido
desenvolvidas e aperfeicoadas e vém sendo aplicadas no processamento
(KOUTCHMA e ORLOWSKA, 2012).

Alguns estudos tém demonstrado que a radiagdo UV-C, quando
utilizada em certas doses em frutas e hortalicas tem interferido de
maneira pontual na atividade enzimatica destes produtos
(MANZOCCO, DRI e QUARTA, 2009), mostrando que a tecnologia
UV-C pode apresentar caracteristicas de tratamento ndo termal para
inativacdo de enzimas indesejaveis, além da sua conhecida utilizagdo
para inativacdo da atividade microbiana (KEYSER et al., 2008).

2.4.3.1 Luz UV-C em frutas e hortaligas frescas inteiras

O efeito microbicida em frutas e hortalicas tratadas com UV-C
influencia diretamente & extensdo da sua vida Util devido a agdo contra
0S agentes deteriorantes presentes nas superficies dos produtos. Para
gue estes resultados sejam obtidos em frutos inteiros é importante
considerar a topografia do vegetal a ser tratado, bem como a
necessidade da exposicao a luz UV-C em todo o produto (KOUTCHMA
e ORLOWSKA, 2012).

Entretanto, estudos realizados por Stevens et al. (2005) em
diversos frutos expostos de maneiras distintas a radiagdo UV-C
demonstraram que quando apenas as hastes destes frutos foram
expostas, sem a necessidade de rotacdo dos frutos inteiros, eles
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resistiram por mais tempo a podriddes subsequentes. Estes resultados
podem ter sido obtidos através de sinais captados via transducdo do
tecido receptor presente nas extremidades das hastes das frutas, e
transmitidos de maneira sistematica para as inimeras cadeias presentes
no interior do tecido vascular do floema dos frutos (ARTSCHWAGER,
1924; STEVENS et al., 2005).

A aplicacdo de luz UV-C em frutas e hortalicas tém sido
estudada e comprovada. O efeito hormético, por exemplo, que seria a
dose minima de luz UV-C aplicado em uma hortalica a fim de se obter
determinado resultado, foi relatado em pesquisas mostrando efeitos de
estimulo a producdo de enzima fenilalanina amonia-lise (PAL), que
aumenta a resisténcia de vegetais em relagdo aos micro-organismos por
induzir a formacdo de fitoalexinas, a exemplo de compostos fenélicos
especificos (STEVENS et al., 1999).

Stevens et al. (1997, 1998, 1999) utilizaram luz UV-C para o
tratamento de péssegos e raizes de batata-doce e encontraram uma alta
concentracdo de PAL em ambos. No péssego, além do aumento da
resisténcia, houve também aumento da vida util, resultado obtido em
funcdo de uma consideravel reducdo na sintese do etileno.

Além destes efeitos hd também a influéncia da luz UV-C no
teor de compostos bioativos. Estudos tém relatado a capacidade de
manutencdo e/ou incremento de compostos fendlicos de vegetais
tratados com UV-C. O aumento no teor desses compostos é relevante
devido aos potenciais efeitos antitumorais, anti-inflamatérios e anti-
histaminicos no organismo humano (KOUTCHMA e ORLOWSKA,
2012).

Gonzalez-Aguilar et al. (2001, 2004, 2007) observaram em seus
experimentos 0 aumento da concentragdo de fenois totais e compostos
de poliamina em mangas e péssegos irradiados com UV-C. Esta
presenca marcante de compostos de poliamina traz beneficios a
consumidores e produtores, pois além de aumentar o valor
potencialmente funcional do produto, aumenta a resisténcia dos tecidos
dos frutos o que influencia diretamente no tempo de conservacao,
previne danos pelo frio e auxilia no controle do amadurecimento.

Alothman, Bhat e Karim (2009) também verificaram aumento
dos compostos fendlicos totais pela exposicdo de abacaxi, banana e
goiaba a luz UV-C em intervalos de tempo de 0, 10, 20 e 30 minutos.

Mirtilos expostos & radiagdo UV-C na dose de 4 kJ/m?
apresentaram mais compostos fendlicos e aumento do potencial
antioxidante ao final do armazenamento refrigerado, comparativamente
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aos mesmos frutos irradiados na dose de 2 kJ/m? e para ndo irradiados
(NUNES, 2015).

Efeitos ndo tdo positivos foram obtidos para antocianinas totais
em morangos. Em distintas doses de irradiacdo UV-C de 0,43 a 4,3
kJ/m?, o acumulo de antocianinas totais foi pouco expressivo em
morangos armazenados por 4 dias a 20 °C e por 15 dias a 4 °C
(ERKAN, WANG E WANG, 2008 e LI et al., 2014). Ja para mirtilos,
Wang, Cheng e Wang (2009) relataram que em doses de 4 kJ/m? a
radiacdo UV-C resultou em aumento imediatamente ap6s a exposigéo.
Porém a concentracdo verificada ap6s este aumento ndo permaneceu ja
gue com o tempo a quantidade de antocianinas nos frutos irradiados
diminuiu quando comparado ao controle.

Em tomates tratados com UV-C associados a 1-
metilciclopropileno, Tiecher et al. (2013) verificaram aumento
significativo no teor de carotenoides totais e carotenoides individuais
(betacaroteno, licopeno e fitoaeno), sendo esse aumento relatado ao
longo do tempo de armazenamento.

Em estudo realizado em suco produzido com uvas cv. Bordd
submetidos a tratamento com radiagdo UV-C foi obtido aumento
significativo de fendlicos totais, antocianinas totais e atividade
antioxidante em relagdo ao suco néo tratado, mostrando a influéncia da
tecnologia no melhoramento de compostos bioativos em bebidas a base
de frutas (LEITAO, 2012).

Seja em altas ou baixas doses e intensidades de radiacdo, ou em
diferentes condicbes de estocagem e aplicacdo, 0s resultados
demonstram potencializacdo no contelldo de diversos compostos
bioativos. A Tabela 3 reuni alguns dos dados presentes na literatura que
confirmam a atuag&o da radiagdo UV-C.
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Tabela 3 - Influéncia da luz UV-C sobre compostos bioativos de frutas in
natura.

Tipo de Componente Aumento =
fruto Bioativo (%) Referéncia
. Gonzalez-Aguilar et al.
0,

Manga Fenois 27% (2007)
Morango Antocianinas 35% Baka et al. (1999)
Morango Fenolicos totais 26% Erkan et al. (2008)
Tomate AF'V'.dade 54% Bravo et al. (2012)

antioxidante

Tomate Fendlicos Totais 6%

o . Jagadeesh et al. (2011)

Tomate Acido ascorbico 5%

Tomate Fenolicos Totais 19% .

. Liu etal. (2012)

Tomate Flavondides 30%

Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

O principal mecanismo de acdo da radiacdo UV-C em vegetais
da-se através do estresse provocado pela luz UV nos tecidos das
hortaligas e frutas, provocando estimulos a biossintese dos metabdlitos
secundarios defensivos com atividade antioxidante. Estes efeitos foram
constatados, principalmente nos compostos fendlicos em uvas e tomates
(CANTOS et al., 2000; JAGADEESH et al., 2009; LIU et al., 2009) e
no licopeno em tomates (LIU et al., 2009).

Com isso, a utilizacdo da tecnologia UV-C em frutas e
hortalicas frescas visando o aumento dos compostos bioativos tem
apresentado resultados positivos, porém mais estudos sdo necessarios
para que se encontre um maior padrdo quanto as melhores doses,
intensidade de energia e tempo de aplicacdo (PATARO et al., 2015),
bem como a énfase especial nas possiveis alteracfes provocadas pela
radiacdo UV-C nos antioxidantes e compostos bioativos individuais,
como os carotenoides e seus isbmeros.

2.5 PRINCIPIOS DO ULTRASSOM

No inicio da década de 80 alguns estudos realizados por
diversos cientistas davam os primeiros indicios da descoberta do efeito
conhecido como ultrassom. Curie, em 1980, passou a identificar tais
caracteristicas através do estudo do efeito do piezelétrico e alguns anos
mais tarde, Thomycroft e Barnaby investigaram a implosdo de bolhas e
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cavidades geradas na &gua através da propulsdo de misseis, efeito que
ficou conhecido como cavitacdo (SUSLICK, 1989).

O ultrassom ¢ classificado como um fenbmeno fisico
(SUSLICK, 1989), em que as ondas ultrassdnicas, de maneira rapida,
causam oscilacdes de expansdo e compressdo no arranjo molecular
envolvendo forgas mais elevadas que a tensdo superficial, e tem como
resposta as forgas de atracéo e repulsdo intermoleculares (TARLETON,
1998; BUCKIN et al, 2003; FUENTE-BANCO, 2006).

Através da formacdo, crescimento e implosdo de bolhas de gas
em uma solucdo, as ondas de ultrassom geram a cavitacdo acUstica
(NASCENTES et al. 2001). Em meios aquosos as bolhas criadas por
rarefacdo sofrem colapsos agressivos durante a compressdo criando
entdo ondas de choque intensas (STANGA, 2010). Na Figura 2 €
representado um desenho esquematico do processo de cavitacao.

Figura 2 - Fases do processo de cavitagao.

Fonte: Adaptado de

Onde, (1) representa a particula sélida suspensa em meio
liquido; que sofrera os efeitos da pressdo no gas aprisionado na fenda da
particula (2) e na sequéncia ocorrera o crescimento da bolha durante o
ultrassom devido ao aumento da cavidade (3), acarretando na implosdo
da particula ao chegar no seu tamanho critico (4). Por fim, ocorrera a
rapida supressao, seguida de aquecimento local (5).
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Na representacdo acima, nota-se que as bolhas geradas através
da cavitacdo passam a ter uma maior area superficial durante o processo
de expansao, com isso, hd o aumento da difusdo do gas. Entretanto, em
certo ponto a energia ultrassonica néo é suficiente para manter a fase de
vapor na cavidade da bolha, entdo ocorre a implos&o.

Outro processo gerado pelo ultrassom é a sondlise. Envolvendo
a agua por exemplo, este fendmeno é responsavel pela cisdo homolitica
de ligagBes O-H levando a producéo direta dos radicais livres He ¢ HO*
nas moléculas de agua e producdo de perdxido de hidrogénio no meio
(KORN; ANDRADE; BORGES, 2003).

As altas temperaturas geradas durante o processo de cavitagdo e
0 consequente colapso das bolhas sdo extremamente dependentes da
pressao de vapor do solvente. Assim, moléculas de solventes com altas
pressdes de vapor (moléculas de dgua) podem penetrar nas cavidades e,
no momento do colapso, sofrerem sondlise, resultando na formacéo de
novos produtos (H, e H,O,) (BORGES; KORN, 2002).

2.5.1 Extracdo assistida por ultrassom (EAU)

A extracdo assistida por ultrassom tem despertado grande
interesse nos meios académico e industrial devido a uma melhora
significativa na relacdo tempo/eficiéncia. Comparada as extraches
convencionais, a extracdo por ultrassom apresenta maior eficiéncia em
menor tempo. Além disso, é capaz de provocar ao longo do processo o
rompimento da parede celular da matriz vegetal aumentando o poder de
penetracdo do solvente e o contato entre as fases soluto/solvente,
facilitando assim, a liberagdo dos extratos (MA et al, 2008).

Definido como gerador de ondas de som com frequéncias que
excedem o limite de audi¢do do ouvido humano (~20 kHz), o ultrassom
é utilizado na fauna por animais como golfinho e morcego que através
da emissdo de frequéncias de ondas sonoras conseguem navegar. O
ultrassom tem sido utilizado em produtos alimenticios com a finalidade
de maximizar a qualidade, garantir a seguranca e minimizar a cadeia de
processamento sendo classificado como uma tecnologia emergente
(KNOOR et al., 2011).

A extracdo assistida por ultrassom de um determinado
composto a partir de uma matriz especifica € um mecanismo complexo
gue envolve uma série de combinagdes de processos bioquimicos,
guimicos, mecanicos e fisicos. Durante a extracdo envolvendo solvente
e matriz s6lida, danos superficiais sdo causados através dos micro jatos
e ondas de choque, a transferéncia de massa é melhorada através do
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fluxo acustico e da mistura violenta, e a area superficial da matriz é
aumentada devido as colisdes de interparticulas de alta velocidade e
consequente desintegracdo da matriz sélida. Todas estas ocorréncias
durante o processo de extracdo irdo influenciar tanto no rendimento
guanto nas atividades bioldgicas associadas (TIWARI, 2015).

2.5.1.1 Método calorimétrico para medicao da energia ultrassénica

A necessidade de conhecer o tamanho da energia aplicada pelo
sistema de extracdo por ultrassom é de grande importancia. Tendo em
vista a versatilidade de poténcias oferecidas pelos equipamentos e as
dificuldades de medicdo em decorréncia da absorcdo, cavitacdo, e
reflexdo promovidas no processo, alguns métodos foram desenvolvidos
para possibilitar a revelacdo desta condicéo.

Utilizado para quantificar a energia acustica utilizada em um
sistema de extracdo por ultrassom, o método calorimétrico parte de uma
situacdo empirica, onde ha uma estimativa sensivelmente proxima da
energia introduzida no sistema, e que a EAU ndo apresenta qualquer
perda de calor. Seguindo estes critérios, o nivel de energia inserido no
sistema pode ser definido como intensidade ultrassénica (Ul) em W/m?2,
ou densidade de energia acustica (AED) em W/m3 ou W/mL. A partir,
da poténcia (W) incluida no sistema pode-se medir Ul, assim, a partir da
Equacdo 1 para determinacdo de P pode ser revelado AED ou Ul pela
divisdo do resultado pela area da face emissora do transdutor, conforme
a Equacdo 2 ou pela Equacdo 3 tendo como parametro a densidade a
partir do volume total (TIWARI, 2015).

P =mc, [‘Z—f]rzo )
ul= < )
AED =2 ®3)

Onde:

(%): Taxa inicial de variacdo de temperatura ao longo do tempo (°C.s’

1. Determinado a partir da adaptacéo dos dados de temperatura versus
tempo, utilizando um termopar padréo contra o tempo;
C,: Calor especifico do meio (KJ.kg™ °C™);
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P: Poténcia ultrassonica (W);
m: Massa da amostra (kg);
V: volume da amostra (mL).

2.5.2 Uso do ultrassom em alimentos

O ultrassom ou processamento ultrassénico tem provado ser
uma tecnologia ndo térmica inovadora e eficaz, sendo potencialmente
aplicavel nos mais variados processos envolvendo produtos alimentares
termossensiveis ou ndo, por exemplo, na inativacdo enzimatica, na
inibicdo de microrganismos, na extracdo de compostos bioativos, na
homogeneizacao de sucos, em processos de esterificagdo, emulsificacéo,
e na desidratacdo de frutas (BURGOS, 1995; VERCET; LOPEZ, 1997;
LOPEZ; VILLAMIEL; DE JONG, 2000; RIERA et al., 2004; WEN et
al., 2007; FERNANDES et al., 2008; CUCHEVAL; CHOW, 2008;
LOPEZ; HUNTER et al., 2008; TIWARI et al., 2009).

No geral, é relatado que a extracdo assistida por ultrassom é
tecnicamente eficaz em termos de aumento de rendimento e qualidade
dos extratos, além de reduzir drasticamente o tempo de trabalho
(AWAD et al., 2012). Através de varios estudos, as distintas aplicacdes
industriais da técnica de EAU tém sido melhoradas em termos de
intensificagdo de extragdo de compostos bioativos a partir de ervas,
6leos, proteinas de soja e sementes (MASON et al., 1996; VILKHU ET
AL., 2008; SORIA et al., 2010). Desta maneira, nos Ultimos anos, uma
gama de compostos foi extraida pela técnica de ultrassom, procedentes
de vegetais diversos, com relevancia para a producdo comercial de
compostos bioativos na indUstria alimentar (P1CO, 2013).

N&o obstante a técnica de EAU como um todo, os efeitos
guimicos e fisicos provocados pela cavitagdo acustica também podem
ser vantajosos ou desvantajosos, a depender do processo, do tipo de
alimento, tipo de solvente, do tempo, e da poténcia de aplicagdo.
Quando o radical hidroxil (OH¢) é produzido, por exemplo, pode afetar
a qualidade de algumas substancias alimentares, mas também pode
melhorar a funcionalidade de alguns ingredientes (ASHOKKUMAR et
al., 2008).

Apesar das inOmeras vantagens apresentadas por essa
tecnologia inovadora, como desvantagem alguns alimentos podem
sofrer certas alteracBes apds a exposigdo ao ultrassom. Esses possiveis
podem interferir na qualidade dos produtos, principalmente em termos
sensoriais, na biodisponibilidade de alguns compostos, dentre outros
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efeitos ainda ndo conhecidos. A Tabela 4 apresenta trabalhos que
mostram alguns efeitos, relativos ao uso da técnica de EAU em
diferentes matrizes vegetais.

Tabela 4 - Efeitos em alguns produtos de origem vegetal tratados com
ultrassom.

Matriz alimentar  Parametros Consideragdes Referéncia

Isomerizacédo de
licopeno: aumento de

Tomate Licopeno 14% dos isdmeros cis e E?z%-lrg;) h
76% de reducéo dos
isdmeros trans.
Reducéo da
Polpa de Tomate Licopeno bioacessibilidade do Anese et al.
P P licopeno e mudancas na (2013)
viscosidade
A,C'd.o Degradagéo de &cido
. ascorbico, 2 - Rawson et al.
Suco de melancia o ascorbico, fendlicos e
fendlicos e I (2011)
. icopeno
licopeno
. Rendimento e Aumgnto dq ren~d|mento Xu e Pan
Toranja vermelha . e isomerizagdo do
licopeno l (2013)
icopeno
- Modificagdo na cor e
Cor e &cido 4 L Adekunte et al.
Suco de Tomate ascorbico degradacgdo do &cido (2010)

ascorbico

Diminuicéo de fendlicos
e contetdo de
antocianinas

Stojanovic e
Silva (2007)

Antocianinas e

Mirtilos fendis totais

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA (2014).

Diante disso, além do estudo acerca da tecnologia ultravioleta
este trabalho busca avaliar o efeito conjunto da radiacdo e da extracdo
assistida por ultrassom em obter extratos com uma maior quantidade de
compostos bioativos disponiveis em relacdo extratos obtidos por ambas
tecnologias separadamente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIA-PRIMA

Os tomates cereja (Lycopersicon esculentum Mill) foram
adquiridos no mercado local varejista de Floriandpolis-SC, sendo
produzidos em Pouso Alegre — MG, sob a inscri¢do rural/estadual de n°
0016915490094 conforme rotulagem. Os frutos foram selecionados
guanto a integridade fisica, grau de maturacdo e tamanho. Em seguida, a
matéria-prima foi higienizada em &gua corrente e separada em trés lotes
contendo 3 kg de tomate e acondicionados em embalagens PET vazado
a 20°C. A Figura 3 mostra os tomates durante a selecéo.

Figura 3 - Selecéo e triagem da matéria-prima.

onte: Elaborado eIo autor (2016).
3.2 TRATAMENTO COM RADIACAO ULTRAVIOLETA

As amostras controle (C), e amostras submetidas ao tratamento
UV-C (UV1 e UV2), sob intensidade de 1,5 e 3,0 W/m2, em doses de
573 e 992 mJ/cm?, respectivamente.

O aparato experimental utilizado para os tratamentos com luz
UV-C consiste de uma caixa de aco inoxidavel 40x40x40 cm, composta
por dez ldmpadas germicidas (Osram - 24 W), ligadas em série, com
sistema de medicdo de temperatura e refrigeracdo acoplados, conforme
mostrado pela Figura 4.
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Figura 4 - Desenho do aparato experimental de radiagdo UV-C.
a

@@‘ A

l
7%,

Fonte: Elaborado pelo autor (2016).

As leituras da temperatura interna do sistema foram realizadas
através de termopar Tipo J (Salcas Ind. e com., Brasil) (a). As lampadas
germicidas (b) emitiram radiagdo UV-C nos tomates (c) colocados
separadamente sobre uma plataforma de aco inoxidavel. A manutencdo
das doses de radiacdo foi obtida através de radiémetro portatil (d) UV-
Integrator - Modelo UV int 150+ (Integration Technology Ltd., United
Kingdom), e a temperatura do sistema, controlada através de banhos
termostaticos (e) acoplados ao equipamento com circulacdo de
etilenoglicol.
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3.2.1 Relagéo dose x tempo para definicdo das intensidades de
radiacao (I)

Os valores de intensidade de radiacdo foram gerados a partir da
equacdo da reta (tempo de exposicdo versus radiacdo), possibilitando a
escolha do tempo de tratamento de 60 minutos. Nos ensaios realizados
para determinacdo da intensidade de radiagdo foram pré-estabelecidos os
tempos maximos de tratamento baseados no nimero de lampadas que
foram utilizadas. Curvas de radiacdo foram obtidas com 10, 5, 4, 3, e 2
lampadas, para tempos que variaram de (5 a 60 minutos).

As radiacdes medidas foram obtidas com auxilio de um
radibmetro portatil (item 3.2). Cabe salientar que, previamente aos
experimentos com os tomates, testes com o radidmetro foram realizados
em toda a superficie do suporte para os frutos, a fim de se evitar
variagdo ou irradiancia (kJ/m)} na superficie dos tomates.

O tempo de tratamento, em minutos, foi definido a partir da
regressdo linear da curva de radiacdo durante todo o periodo de
tratamento, realizado com o auxilio de planilha eletrénica, enquanto a
intensidade de radiacdo (W/m?) foi determinada pela raz8o entre o
tempo (min) e a dose (mJ/cm?) conforme a Equacéo 4.

| = (Dr’; 10) (4)
Onde:
I: Intensidade de radia¢do (W/m?)
D;,: Dose irradiada (mJ/cm?)
t: Tempo de tratamento (segundos)

3.3 PREPARO E CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Para obtencdo dos extratos para avaliagdo dos compostos
bioativos de tomates tratados por UV-C, os mesmos foram desidratados
por liofilizacdo e moidos, conforme descrito a seguir.

3.3.1 Liofilizagéo

As amostras UV1 e UV2 de tomates irradiados e a amostra
controle (C) foram acondicionadas por 7 dias, pois ja se encontravam
maduros, a 20 £ 0,5 °C. Apo6s o periodo de estocagem os tomates foram
cortados de forma longitudinal, as sementes removidas, e foram
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imediatamente congelados a (-55°C). Em seguida, liofilizados por 48
horas em liofilizador de bancada (Modelo L101 - Liotop®, Brasil). As
amostras secas foram trituradas em moinho de facas Tipo Willey (De
Leo® Equipamentos laboratoriais, Brasil) para obtencdo do pd. As
amostras in natura, secas e na forma de pé estdo mostradas na Figura 5
(A, B, C, respectivamente).

Figura 5 - Etapas (A) pré-liofilizagdo, (B) pés-liofilizacdo e (C) pd apds
moagem.

Fonte: Daos do autor (2016).
3.3.2 Teor de umidade

A determinacdo do teor de umidade para o tomate cereja em pd
foi realizado seguindo o método (IAL 2008). As amostras foram
colocadas em estufa & vacuo a 70°C e presséo reduzida a < 100 mmHg
por determinado periodo de tempo, até peso constante.

A massa das trés amostras foi determinada em balanca analitica
(AY220, SHIMADZU), sendo pesados 3 g de cada amostra em capsulas
de aluminio previamente aquecidas em estufa (De Leo, RS/Brasil) a
70°C por 1 hora, resfriadas em dessecador até atingir temperatura
ambiente e pesadas. Em seguida as amostras foram secas em estufa a
vacuo (sob temperatura de 70°C e vacuo ajustado em 30 mmHg por 24
horas. Posteriormente as amostras foram resfriadas em dessecador até
temperatura ambiente e as massas aferidas. Para o calculo do teor de
umidade foi utilizada a Equag&o 5.

100xN)

% umidade = ( -

®)

Onde:
N: n° em gramas de umidade (Perda de massa em gramas)
P: n° de gramas da amostra
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A determinacdo de umidade das amostras foi realizada em
triplicata e o resultado expresso como média * desvio padréo.

3.3.3 Determinacao do diametro de particulas

Para determinacdo do perfil granulométrico das particulas foi
realizado um ensaio através de peneiradora vibratédria (Retsch — AS 20,
Germany) com 40g do tomate cereja em pd durante 5 minutos. A
amostra foi colocada sobre peneiras de 30 a 140 mesh (Retsch — Test
Sieve). A massa das fragOes retidas em cada peneira foi pesada e o
didmetro médio de particulas foi calculado de acordo com as Equacgdes
(6) e (7), propostas por GOMIDE (1980).

(6)

Al= = o

Onde:

d,: diametro médio superficial das particulas (mm);
m;: massa de amostra retida na peneira i (g);

M: massa total de amostra (g);

di: didmetro da peneira i (mm);

n: nimero total de fracGes.

3.4 EXTRACAO DOS COMPOSTOS ATIVOS DE TOMATE

A técnica de extracdo utilizada no presente trabalho foi a
extracdo por sonda ultrassénica, ou sono-extragdo. O solvente organico
utilizado para extragdo foi o etanol que apresenta indice de polaridade
de 5,2 (BYERS, 2007) e constante dielétrica de 24,85 (GU et al. 2004).

O etanol, além de ser um solvente com polaridade média,
apresenta carater anfifilico, ou seja, tem a capacidade de extrair tanto
substancias com carater apolar quanto polar (OLIVEIRA et al., 2015).

Foram utilizados 5 gramas de tomate cereja em pd e a relacdo
massa de amostra por volume de solvente (etanol) foi nas respectivas
concentragdes de 1:10, 1:20 e 1:30 (m/v). Apds a dissolugdo e completa
mistura do pd, os mesmos foram submetidos ao processo de extracao em



54

um sonicador de ponteira ultrassénico da marca (Eco sonics - Modelo
QR500, Brasil) com poténcia fixada em 400W (RMS) e frequéncia
ultrassbnica de 20 kHz com temperatura controlada em 20°C por
termémetro de vidro (PROMOLAB®) adaptado a um banho de gelo
durante toda operacdo, conforme mostrado pela Figura 6. As extracfes
de cada amostra foram realizadas em duplicata e os tempos de extracao
variaram em 4, 8 e 12 minutos.

Figura 6 - Representacdo esquematica do sonicador de ponteira.
Grerador

Ulirazsimice

[T  Cosfizuwrags
(Tempo / Poténcia  Moda)

Eolhas geradas
pela cavitagio

Earbo de zelo
(Mzatengio da temperahirs)

Fonte: Dados do autor (2016).

3.4.1 Calculo da intensidade ultrassonica (1)

A partir da Equacdo 8, pode-se calcular a intensidade
ultrassonica.

I=— @®)

ir2
Onde:

P: Poténcia ultrassbnica absoluta;
r: Raio da ponta da sonda;

Levando em conta que o nivel de poténcia ultrassdnico
projetado foi fixado em 80% da poténcia de entrada maxima do
equipamento (500W), a poténcia utilizada foi de 400 W. O diametro da
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micro ponta ultrassonica de titanio é de 0,4 cm, logo, a intensidade de
ondas ultrassénicas calculada foi de 3184 W/cmz2.

3.4.2 Evaporacao do solvente

Os extratos obtidos foram filtrados a vacuo e o solvente residual
eliminado em um evaporador rotativo (Fisatom Ltda. - Modelo 802,
Brasil) com arrefecimento feito por banho ultratermostatico (Nova
Etica) e controle de vacuo (Nova técnica - Modelo NT 613, Brasil).

A evaporacdo foi realizada a 60°C, com valor inferior ao ponto
de ebulicdo do solvente utilizado, salvaguardando os extratos de
possiveis alteracBes motivadas por uso de calor excessivo, e 0 VAcuo
ajustado em 650 mmHg. Em seguida, os extratos foram pesados e
armazenados em frascos ambar de 30 mL e armazenados em freezer
domeéstico a -18 °C.

3.5 DESIGN EXPERIMENTAL E CODIFICAGAO DAS AMOSTRAS

A Figura 7 mostra o fluxograma que resume toda a etapa
experimental desenvolvida nesta pesquisa para caracterizagdo obtencao
dos extratos de tomate cereja.
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Figura 7 - Esquema geral da etapa experimental.

TOMATE CEREJA

!
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|

TEMFO
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(Uliraszom 400%W)

RELACAD
(amostra / solvente)
530 - 5100 - 57150

|

EVAPORACAO

I

EXTRATOS

|

AVALIACAO DOS
EXTRATOS

Fonte: Dados do autor (2016).

Na Tabela 5 estdo codificadas todas as amostras analisadas no
presente trabalho. Para as amostras submetidas ao tratamento com
radiacdo ultravioleta usou-se a codificagdo UV1 e UV2, respectivamente
com intensidades de 1,5 e 3,0 W/m?2 de radiacdo, e amostras controle
(C), ndo submetida a radiacdo, conforme descrito anteriormente no item
3.2. Para codificacdo das extragdes por ultrassom os tempos de 4, 8 e 12
minutos foram mantidos na codificacdo geral, e para as trés variaveis do
solvente de extracdo etanol, codificou-se com sendo 1, 2 e 3,
respectivamente representado as quantidades de 50, 100 e 150 mL,

como descrito no item 3.5
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Tabela 5 - Codificag8o geral das amostras.

Tempo de Solv§nte de o
Tratamento UV extracio (mL) extra%;oLl)Etanol Codificacdo Gral
50 c4.1
4 100 C4.2
150 Cc43
50 cs8.1
C 8 100 C.8.2
150 Cc.83
50 C.121
12 100 C.12.2
150 C.12.3
50 uviail
4 100 Uv1.4.2
150 uv1i4.3
50 uviag.l
(UAVAS 8 100 Uv18.2
150 uv1.8.3
50 Uvii2.i
12 100 UVv1.12.2
150 UV1.12.3
50 uv24.1
4 100 uv2.4.2
150 uv2.4.3
50 uv2a8.1l
uv2 8 100 uv2.8.2
150 uv2.8.3
50 uv2.12.1
12 100 uv2.12.2
150 Uv2.12.3

Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

3.6 DETERMINACAO DO RENDIMENTO DA EXTRACAO (%)

O rendimento dos extratos obtidos em cada condicdo de extracdo
foi calculado através da razéo entre a massa de amostra inicial utilizada
e a massa de extrato obtida. Realizados em duplicata, 0s experimentos
foram executados nas condicfes descritas anteriormente no item 3.5 A
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temperatura e poténcia ultrassdnica foram mantidas fixas em 20 + 0,5
°C e 400W, respectivamente.

A influéncia do tempo e da relagdo sélido/liquido no rendimento
foi avaliado a partir de um planejamento experimental com 3 niveis e 2
variaveis sendo nove experimentos para cada tratamento incluindo o
controle, totalizando 27 experimentos (Tabela 7).

Tabela 6 - Niveis e variaveis utilizadas no planejamento experimental.

o Niveis
Variaveis 1 0 112
Tempo (min) 4 8 12°
Amostra (g) : Solvente (v) 5:50 1:100 5:150

®Valores codificados; " Valores reais;
Fonte: Dados do autor (2016).

Tabela 7 - Planejamento experimental fatorial completo 32, com as variaveis tempo
(T) e relacéo sdlido/liquido (SL), variando em trés niveis.

Experimento Variaveis Variaveis Variaveis Variaveis
codificadas codificadas reais de t reais de SL
de t* de SL"
1 -1 -1 4 5:50
2 -1 0 4 5:100
3 -1 +1 4 5:150
4 0 -1 8 5:50
5 0 0 8 5:100
6 0 +1 8 5:150
7 +1 -1 12 5:50
8 +1 0 12 5:100
9 +1 +1 12 5:150

% = variavel tempo; °SL = Razdo solido/liquido;
Fonte: Dados do autor (2016).

As amostras de cada experimento foram pesadas em béquer. O
solvente, teve sua quantidade aferida em proveta e na sequéncia foi
misturado a amostra para realizacdo das extragdes. Os resultados dos
rendimentos foram expressos como média + desvio padrdo conforme
item 4.2
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3.7 CONTEUDO DE LICOPENO

3.7.1 Extracéo e quantificacdo do licopeno por espectrofotometria

A determinacdo da concentracdo de licopeno seguiu o
procedimento proposto por Fish et al. (2002), com adaptacdes, e foram
realizados no Laboratério de Quimica de Alimentos do Departamento de
Engenharia Alimentar da Universidade do Algarve (UAIg - Portugal).

Dos extratos de tomate cereja foram pesados 0,2 g de amostras
em tubos de ensaio cobertos por papel laminado para protegdo contra 0s
efeitos deletérios da luz, e todas as amostras foram analisadas em
triplicata. Ap6s a pesagem foram adicionados aos tubos de ensaio, 5 mL
de BHT (butil-hidroxitolueno) a 0,05% em acetona, 5 mL de alcool
etilico P.A. e 10 mL de hexano. Em seguida, os tubos foram submersos
em banho de gelo e agitados em agitador (Bath Shaker - OVAN
BS127E) a 100 rpm por 15 minutos. Ap6s agitacao foi adicionado 3 mL
de agua destilada em cada tubo e agitou-se por mais 5 minutos.

Apos este procedimento, os tubos foram mantidos em repouso
por 5 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz para permitir
a total separacdo de fases, conforme Figura 8.

Figura 8 - Tubos em fase de repouso para separagdo de fases.

Fonte: Dados do autor (2016).

Na sequéncia, foi retirada da fase superior uma aliquota para
leitura em espectrofotdmetro (HITACHI - U-2000), previamente
calibrado com hexano e leu-se a absorbancia das amostras com
comprimento de onda de 503 nm utilizando-se o hexano como branco.
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Para o calculo da concentracdo de licopeno foi utilizada a
Equacdo 9, os resultados foram expressos em mg/g.

Contetdo de licopeno ( g ): As03-312 ©)

Jextrato Yextrato

Onde:
A: Absorbancias;
31,2: coeficiente de exting¢do do licopeno;

3.7.2 Quantificacdo do licopeno por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

A quantificacdo de licopeno deu-se a partir da metodologia
implementada por EMBRAPA, 2015. A extracdo do licopeno seguiu a
metodologia de Fish et. al (2002), com adapta¢des, conforme descrita
anteriormente no item 3.8.1.

AplGs a extracdo e consequente separacdo das fases, a parte
superior (amarela) foi retirada e filtrada com membrana 0,45 em bal&o
de 10 mL. O filtrado evaporado em evaporador rotativo até a separacdo
total do solvente e em seguida foi ressuspenso em 2 mL da fase mdvel
(Metanol: Acetato de etila: Acetonitrila), nas propor¢es de 8:1:1
v.v.v.). A solucdo resultante foi novamente filtrada em membrana de
0,45 um e armazenada em vial ambar para analise por CLAE.

Os extratos foram analisados em HPLC-UV-vis (JASCO PU-
2080 plus) acoplado a detector UV-vis (JASCO MD-2015), com
temperatura interna do sistema em 25°C. A coluna utilizada foi a C18
(Nucleosil) com 250x4,6 mm, e particulas de Spm.

O comprimento de onda para melhor detec¢do do licopeno foi
de 470 nm, com fluxo variando de 1,2 mL.min . O volume de injecdo
foi de 20 pL, com um tempo de corrida de 17 minutos. A solugdo
estoque foi preparada a partir de um padrao de licopeno > 90% de
tomate (Sigma-Aldrich) a 1000 mg.L™ e diluida em cloroférmio em seis
niveis de concentracdo que variaram de 0,50 mg.L? a 75 mg.L?,
utilizando-se como solvente a fase mével (EMBRAPA, 2015).

3.8 DETERMINACAO DO TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS
TOTAIS

A determinacdo de compostos fendlicos totais dos extratos de
tomate cereja foi realizada nos Laboratérios de Processamento e
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Quimica de Alimentos do Departamento de Engenharia Alimentar da
Universidade do Algarve (UAIg — Portugal), seguindo a metodologia de
Folin-Ciocalteau ~ (SINGLETON;  ORTHOFER; LAMUELA-
RAVENTOS 1999; PESCHEL et al., 2006).

Inicialmente foi construida a curva padrdo de acido géalico a
partir da mistura de 0,002 g/mL da solugéo estoque de acido galico em
agua destilada. Em seguida, tendo como base a solucdo estoque foram
obtidas uma série de solucdes com concentragbes de 0 a 500 mg/L. Em
tubos de ensaio de 10 mL foi preparado o meio reacional a partir da
transferéncia de 100 pL de cada uma das dilui¢oes padrdo, 6 mL de agua
destilada e 0,5 mL do reativo de Folin-Ciocalteau 2N.

Apo6s homogeneizacdo em vortex (VWR Standard), aguardou-
se 1 minuto para adi¢do de 1,5 mL de carbonato de célcio (CaCOs) a
20% (m/v), ao final adicionou-se mais 1,9 mL de &gua destilada,
seguido de agitacdo e repouso em temperatura ambiente e ao abrigo da
luz por 2 horas. As leituras foram realizadas em espectrofotémetro
(HITACHI - U 2000, pais) a 765 nm, previamente calibrado com agua
destilada. A curva de calibragdo do acido galico foi representada através
do gréfico de absorbancia versus concentragdo de acido galico (mg/L).

Todos os extratos foram diluidos em alcool etilico absoluto P.A.,
mesmo solvente utilizado em todas as extragdes. A concentragdo final
das solugdes foi de 1 mg/mL e para aumentar a solubilizacdo do extrato,
um banho indireto de ultrassom (SONOREX SUPER RK 510) foi
utilizado por 5 minutos. Seguiu-se 0 mesmo procedimento reacional
realizado para a curva analitica de é&cido galico. Os valores de
absorbancia encontrados para cada tipo de extrato foram verificados se
estavam dentro da faixa de absorbancia da curva padréo.

Para o calculo de TFT foi subtraido do valor da absorbancia de
cada amostra o valor da absorbancia do respectivo branco, sendo o
resultado da absorbancia substituida na equacéo do acido galico, e assim
obtido o equivalente em &cido galico (EAG). Em seguida, foi calculado
0 teor de compostos fendlicos totais através da Equacdo 10. Os ensaios
foram realizados em triplicata e os resultados expressos em mg de acido
gélico/g de extrato.

TFT (mg EAG /g extrato) = EAGr1000

Cextrato (10)

Onde:

EAG: equivalente em &cido galico (mg/L);
Cextrato: CONcentracdo do extrato (mg/L).



62

3.9 ATIVIDADE ANTIOXIDANDE

Duas metodologias bem difundidas na literatura foram usadas
para determinacdo da atividade antioxidante dos extratos de tomate
cereja (L. esculentum), o método do radical ABTS e o método do radical
DPPH. Os resultados de ambas as técnicas foram comparados com 0s
resultados obtidos para o composto sintético butil-hidroxitolueno
(BHT), por este apresentar elevada e comprovada atividade
antioxidante. As andlises foram realizadas nos Laboratérios de
Processamento e Quimica de Alimentos, ambos situados no Instituto
Superior de Engenharia - Departamento de Engenharia Alimentar da
Universidade do Algarve (UAIg - Portugal).

3.9.1 Método do radical ABTS

A técnica de capacidade antioxidante através do radical ABTS
foi realizada em acordo com as metodologias propostas por Re et al.
(1999) e Rufino et al. (2007), onde o Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico), foram utilizados respectivamente
como antioxidante referéncia.

O radical ABTS" foi primeiramente preparado a partir da
mistura de 5 mL da solugdo estoque de ABTS 7 mM e 88 pL da solugdo
de persulfato de potassio (Na,0gS;) 140 mM, dissolvidos em agua. Em
seguida, a solucdo estoque foi armazenada em temperatura ambiente e
ao abrigo da luz durante 16 horas para estabilizacdo. Esta solucéo foi
previamente diluida em 30 mL de etanol absoluto, tendo sua
absorbancia corrigida para 0,700 + 0,05 no espectro de 734 nm.

Posteriormente foi preparada uma solucdo estoque do padréo
trolox a 2 mM, em etanol absoluto, e utilizadas em dilui¢bes variando de
0,1 a 10 mL, nas concentracfes variando de 0 a 2000 uM. Da solucédo
diluida 30 uL de cada diluicdo foi transferido para tubos de ensaio e
adicionados a cada tubo mais 3 mL do radical ABTS". Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicata.

Os tubos contendo meio reacional foram incubados ao abrigo da
luz durante 6 minutos e em seguida foi realizada a leitura de cada um
em espectrofotbmetro a 734 nm. A partir das absorbancias obtidas,
plotou-se a concentracdo do padrdo de trolox (uM) no eixo X e as
respectivas absorbancias no eixo Y, sendo assim obtida a equacdo da
reta. A partir da equacdo da reta (y = -ax+b) calculou-se a absorbancia
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referente a 1000 uM do padrdo trolox, onde se substituiu X por 1000
UM,

Para a solugéo estoque dos extratos foram utilizados 1 mg/mL de
amostra, sendo estes diluidos em concentra¢des de 100, 250, 500 e 1000
ug/mL. Os meios reacionais foram preparados de maneira semelhante a
realizada com o padréo trolox, misturando-se aliquotas de 30 uL de cada
diluicio do extrato e 3 mL de radical ABTS" e posteriormente
incubando-os no escuro ao abrigo da luz. As leituras em
espectrofotdmetro realizadas apds 6 minutos de reagéo.

A partir das absorbancias lidas para as diferentes dilui¢es dos
extratos foi obtida a equacdo da reta a partir da plotagem da absorbancia
no eixo Y e da diluicdo (mg/L) no eixo X. Para calcular a atividade
antioxidante, substituiu-se na equacao da reta a absorbancia equivalente
a 1000 uM do padréo trolox. O valor obtido para o termo x corresponde
a dilui¢do da amostra (mg/L) equivalente a 1000 uM de trolox conforme
a Equacéo 11.

= —ax+b (11)
y

Logo, partindo do resultado (x) encontrado na Equacdo 11,
dividiu-se por 1000 para se ter o valor em gramas (g). O resultado final
foi calculado pela divisdo de 1000 (uM) pelo valor de X(g) e
multiplicado por 1(g) para encontrar o valor final (Z) que é expresso em
uM trolox / g de fruta (por¢do comestivel).

3.9.2 Método do radical DPPH

A atividade antioxidante foi determinada pelo método do radical
DPPH de acordo com a metodologia proposta por Mensor et al. (2001).
Para a solucdo estoque dos extratos (1 mg/mL) foram adaptadas as
concentragdes em 0,10, 25, 50, 125, 250, 500, 750 e 1000 mg/L em uma
solucdo de DPPH (0,3 mM). Esta adaptacdo foi necesséria para
satisfazer aos requisitos estabelecidos na metodologia visando o ajuste
dos valores da atividade antioxidante na curva.

As amostras foram homogeneizadas em vértex (VWR Standard),
tampadas e incubadas em temperatura ambiente e ao abrigo da luz por
30 minutos e em seguida lidas em espectrofotdmetro a 517 nm. O
percentual de inibicdo da amostra testada sobre o radical DPPH foi
calculado de acordo com a Equagdo 12.
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AA (%) =100 — [Absamostra—AbSbranco*loo] (12)

Abscontrole

Apbs a obtencdo dos valores de AA (%) calcula-se 0 ECsgp
(Effective concentration) por analise de regressdo linear. O ECs € a
concentracdo minima eficaz para capturar 50 % do radical DPPH. Para
calcular o ECsy de forma confidvel é necessario (ALEXANDER et al.,
1999): a) plotar o gréafico concentracdo de extrato versus absorbancia
apenas se o valor de 50 % da AA estiver proximo ao centro da curva,
num intervalo de aproximadamente 20 a 80 %; b) o coeficiente de
regressdo (R?) deve ser o mais préximo de 1 possivel. A partir da
equacdo da reta (Y = aX + b), substitui-se 0 Y por 50 e calcula-se 0 ECsg
(X), conforme a Equagdo 13.

ECs, = (50-b)

a

(13)

Onde: a e b sdo valores calculados a partir da equagdo da curva de
DPPH.

3.10 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana dos extratos de tomate cereja (L.
esculentum) foi avaliada pelos métodos, quantitativo de difusdo em agar
e qualitativo de concentracdo minima inibitéria para 5 bactérias e uma
levedura, conforme Tabela 8. As analises foram realizadas no
Laboratério de Microbiologia do Departamento de Engenharia
Alimentar da Universidade do Algarve, Portugal.

Tabela 8 - Tipos de micro-organismos utilizados.

Micro-organismo Cddigo Classificagdo
Pseudomonas aeruginosa  NCTC 12903 Bactéria gram (-)
Escherichia coli ATCC 13048 Bactéria gram (-)
Listeria innocua ATCC 33090 Bactéria gram (+)
Bacillus cereus ATCC 14579 Bactéria gram (+)
Staphylococcus aureus ATCC 12981 Bactéria gram (+)
Saccharomyces cerevisiae NCPF 3178 Levedura

Fonte: Dados da pesquisa (2017).
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3.10.1 Método de difusao em agar

O teste de difusdo em agar ou difusdo em placas através de
discos foi realizado a partir de uma suspenséo bacteriana feita para cada
um dos 6 micro-organismos, conforme metodologia descrita por Smania
et. al. (1999). Cada suspenséo continha aproximadamente 10° UFC/mL
de bactérias que foi confirmado através de comparagdo visual com o
padrdo de McFarland 1.

As suspens@es, com auxilio de swab estéril, foram semeadas em
placas de petri contendo meio agar de Miiller-Hinton. Nas placas foram
distribuidos 6 discos estéreis de 6 mm, onde em cada disco foi
adicionado em triplicata, 10 pL de solucdo extrato em concentragdes de
200 mg/mL diluidos em DMSO (Dimetilsufoxido) a 60%. A solugdo de
DMSO foi testada para verificagdo de sua incapacidade de inibi¢do aos
micro-organismos.

Em seguida, as placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica, em condicGes aer6bicas, respeitando o tempo e
temperatura de cada micro-organismo, conforme as informaces
expressas na Tabela 9.

Tabela 9 - Caracteristicas de incubagdo dos micro-organismos.

Micro-organismo Tempo (h) Temperatura (°C)
Pseudomonas aeruginosa 24 37°
Escherichia coli 24 37°
Listeria innocua 24 30°
Bacillus cereus 24 37°
Staphylococcus aureus 24 37°
Saccharomyces cerevisiae 48 25°

Fonte: Dados da pesquisa (2017).

A avaliacdo da inibicdo foi realizada de maneira comparativa
frente a um padrao biolégico de referéncia, o controle positivo, e 0 halo
ou zona de inibigdo de crescimento foi medido com auxilio de um
calliper digital (POWERFIX Profi) partindo-se da circunferéncia do
disco até a margem onde houve crescimento do micro-organismo. Segue
desenho esquematico das placas apés incubacéo (Figura 9).
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Figura 9 - Esquema da disposicéo dos discos nas placas e halos de inibicéo.

Ex:. Halo de inibigio
com 9 mm de dimetro

Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

Os micro-organismos apresentaram diferentes antibiéticos
como padrdes positivos de referéncia sendo: o Cloranfenicol utilizado
para Bacillus cereus e Staphylococcus aureus; Ciprofloxican para
Pseudomonas aeruginosa; Amplimicina para Escherichia coli;
Trimethoprim para Listeria innocua; Nystatin para Saccharomyces
cerevisiae. De acordo com Bauer et al. (1966), as amostras com halos de
inibigdo com tamanho acima de 9 mm sdo tratadas como potenciais
inibidores.

3.10.2 Determinacao da concentracdo minima inibitoria (CMI)

A determinacdo qualitativa da concentracdo minima inibitéria
(CMI) foi realizada pelo método de microdilui¢cdo em caldo, conforme a
metodologia descrita por Avila et al. (2008) para todos os micro-
organismos que apresentam resultado positivo para 0 método de difuséo
em agar. Os extratos testados foram dissolvidos em DMSO previamente
esterilizado, obtendo uma concentracéo inicial de 20 mg/mL.

Em uma placa de microdiluicdo de 96 pocos foram preparadas
diluicBes seriadas obtendo-se concentrages finais variando entre 2000 e
3,90 pg/mL. Em cada micropoco foram distribuidos 10 uL de cada
diluicdo, 85 pL de caldo de Muller-Hinton e 5 uL de in6culo bacteriano
contendo, aproximadamente, 10®° UFC/mL. Como controles de
esterilidade (controle -) e de crescimento (controle +), foram usados
mistura do in6culo bacteriano adicionado em meio de cultura e meio de
cultura em DMSO, respectivamente. A figura 10 apresenta um exemplo
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esquematico da placa de microdiluicdo e a disposicdo dos 96
MICcropogos.

Figura 10 - Esquema da placa de microdiluicdo com 96 micropogos.

Controle (+)

—* Controle (-)

Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

Os experimentos foram realizados em duplicata e as placas
foram incubadas conforme método ja citado no item 3.11.1. A leitura foi
realizada através da adicdo de 20 pL de uma solugdo alcdolica (70 %)
reveladora de crescimento bacteriano INT (cloreto de 2-(4-iodofenil)-3-
(4-nitrofenil)- 5-feniltetrazolium), seguido de incubagéo por 30 min a 37
°C. A interpretagdo das placas se deu de acordo com a coloracéo, onde
purpura indicou crescimento bacteriano e amarelo indicou auséncia de
crescimento. A CMI foi considerada a menor concentracdo do extrato
que inibiu o crescimento bacteriano, sendo os resultados expressos em
pg/mL.

3.11 DESIGN DA ETAPA ANALITICA

A Figura 11 mostra o fluxograma que resume a etapa analitica,
que foi desenvolvida nesta pesquisa para caracterizacdo dos extratos de
tomate cereja obtidos.
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Figura 11 - Esquema geral da etapa analitica.

—»  RENDIMENTO
DFFH
n ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE
ABTS
n COMPOSTOS
FENOLICOS
Avarraciopos | |
EXTRATOS
(TEOR DE LICOFENG)
= ESPECTROFPOTOMETRLA
DIFUSA0 EM AGAR
N ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA
Al
HFLC
¥ Quantificacio de
Licopeno

Fonte: Dados do autor (2016).

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Anélise estatistica dos dados foram realizados através do teste
de Tukey com diferencas significativas ou ndo ao nivel de 95% (p<0,05)
de confianga.

A andlise unidirecional de variancia (ANOVA) foi feita com
auxilio do software computacional Statistica 7.0 (Statsoft Inc., USA),
para andlises de rendimento dos extratos, determinagcfes antioxidantes,
concentracdo de compostos fendlicos, analises antimicrobianas e
determinacdo e quantificacéo do teor de licopeno.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DETERMINACAO DAS DOSES DE RADIAGAO EM RELACAO
AO TEMPO DE EXPOSICAO DOS TOMATES

Nesta etapa, empregou-se duas condicdes distintas baseadas no
numero de lampadas. A primeira, considerando a possibilidade méaxima
de trabalho do equipamento com 10 ldampadas ligadas em paralelo, e a
segunda, com 5 l[&mpadas.

Os dados obtidos estdo apresentados na Figura 12, seguido dos
dados calculados para intensidade de radiacdo (I), apresentados na
Tabela 10.

Figura 12 - Curvas experimentais de variacdo da dose de radiacdo (Dg) em
funcéo do tempo (t) de exposicéo realizados a 20°C, com seus respectivos
coeficientes de determinacéo (R?2).

1200 y =17,071x + 6,8329
R2=0,9959
1000 (J
. L/
£ 800 y = 9,3895x + 7,281
£ R2=0,9979
~ 600
()
5]
3 400 ¢ TxR1
) * TxR2
200 L?near (TxR 1)
Linear (TxR 2)
0
0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo T, (min)

TXR 1 e TXR 2: Taxas de radiacdo (dose) em mJ/cm?, para 10 e 5 lampadas
respectivamente; Fonte: Elaborado pelo autor (2016).

Os coeficientes de determinacdo (R?) obtidos para os
tratamentos UV1 (1,5 W/m?) e UV2 (3,0 W/m?) foram de 0,9979 e
0,9959 respectivamente. O bom ajuste obtido demonstra a dependéncia
linear da dose de radiagdo com o tempo. E importante observar que a
intensidade maxima atingida pelo equipamento foi de 3 W/m?, na
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condicdo de 10 LMP, com doses variando de 95 a 992 mJ/cm? para
tempos de 5 a 60 minutos respectivamente.

Tabela 10 - Doses e intensidades de radia¢do obtidos no intervalo de 60 minutos
utilizando 5 e 10 lampadas.

Dose (mJ/cm?) Intensidade (W/m?)
t (min) 5Lmp 10 Lmp 5Lmp 10 Lmp

0 0 0 0,00 0,00
5 49 95 1,63 3,17
10 102 169 1,70 2,82
20 213 341 1,78 2,84
30 297 541 1,65 3,01
40 372 684 1,55 2,85
50 471 903 1,57 3,01
60 573 992 1,59 2,76

Lmp: Lampadas; t (min): Tempo de radiagdo em minutos.
Fonte: Dados do autor (2016).

Estes tratamentos sdo considerados brandos por Cote et al.
(2013) e seus colaboradores, que analisaram os efeitos da luz UV-C em
intensidades de 3 W/m2 e 33 W/m2 em tomates pds-colheita.

Entretanto, apesar de ser considerada uma baixa intensidade de
radiacdo, essa faixa é capaz de promover mudancgas no que diz respeito
aos compostos bioativos. Segundo Pataro et al. (2015), doses baixas de
2000 J/m? de radiagdo aplicados em tomates verdes demonstraram
alteracGes significativas em relagdo a acumulacdo de compostos
alimentares benéficos a salde, observados durante as fases do ciclo de
matura¢do do fruto.

4.2 TEOR DE UMIDADE

Os valores de umidade determinados para o p6 tomate cereja
pos liofilizacdo, estdo expressos na Tabela 11, como média + desvio
padréo.

Tabela 11 - Valores de umidade das amostras ap6s etapa de liofilizagéo.

Amostra Teor de Umidade (em base seca) (%)
C 2,99+0,09
uvi 2,57+0,56
uv2 2,98+0,08

Fonte: Dados do autor (2016).
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A umidade do tomate in natura usado no presente estudo era de
94%, e das amostras de tomate em pd liofilizado foi em média 2,85%. A
reducdo do teor de agua foi de aproximadamente 91% em relacdo a
matéria prima in natura.

4.3 DETERMINACAO DO DIAMETRO DE PARTICULAS

A determinacdo do didmetro médio de particula do tomate
cereja liofilizado e triturado foi realizado com auxilio de peneiras com
tamanho compreendido entre 30 a 140 mesh, e calculado conforme
método apresentado no item 3.4.1.

O didametro médio de particula encontrado para o pé dos
tomates liofilizados foi de 0,23 + 0,8 mm.

E de grande importancia a compreensio do tamanho de
particulas das amostras para o entendimento do processo de cavitagdo
provocado pela extragdo assistida por ultrassom, tendo em vista que,
sendo uma onda sonora, o ultrassom é transmitido através de substancias
gasosas, liquidas ou soélidas, que possuam propriedades elasticas.
Através do movimento das moléculas, provocados pelas oscilacGes
sonoras, ha a geracdo de regides alternadas de compressao e rarefagao.
No caso, do meio onde se encontram liquidos e solidos, a oscilacéo das
particulas suspensas ocorre de maneira versatil, onde para o liquido
ocorrerdo movimentos longitudinais e para o solido movimentos
perpendiculares em direcdo a onda sonora (LUZ, 1998). Assim, a
cavitacdo é um fator importante para maximizar o rendimento da
extracdo para ultrassom assistida.

O tamanho das particulas é fator crucial no processo de
cavitagdo, pois o inicio deste processo se da através dos sitios de
nucleacdo existente nas particulas suspensas, onde as pressdes tensionais
sdo reduzidas (MASON; LORIMER, 1988). Quanto maior as particulas,
maiores serdo as fendas de nucleagdo, logo a inevitavel ocorréncia de
nucleacdo de vapor ou gas podera ser maior e diretamente responsavel
pela reducdo do limite de cavitacdo, alterando o resultado final da
extracéo.

4.4 DETERMINAGCAO DO RENDIMENTO GLOBAL DE EXTRATO

Os rendimentos dos extratos de tomate cereja (Lycospersicun
esculentum Mill) provenientes da matéria-prima previamente submetida
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a diferentes tratamentos com radiacdo UV-C, estdo apresentados na
Tabela 12.

Tabela 12 - Valores de rendimento global dos extratos de tomate cereja
extraidas por ultrassom em diferentes condiges de processo.

Tratamento Condicéo de Extracéo ___ Rendimento (%)
Solvente (mL) Tempo (min)

50 4 19,4+1,1%

100 4 28,5+2,0°4

150 4 32,440,974

50 8 26 ,0+2,8°4

C 100 8 22,4 +2,0°A
150 8 25,7 +3,4%A

50 12 23,2 +2,6°4

100 12 29,7 2,54

150 12 31,7 +0,7*4

50 4 17,9 +0,0™

100 4 25,8 +1,9°A

150 4 29,6 2,274

50 8 22,0 +2,2°04

uv1 100 8 28,7 +0,1°A
150 8 28,9 +0,8°

50 12 21,5 +1,8°4

100 12 27,9 3,94

150 12 30,0 £2,4%

50 4 16,0 +0,4™

100 4 23,5 +2,2°A

150 4 28,3 0,34

50 8 17,3 +0,5°4

uv2 100 8 25,5 +0,5°4
150 8 31,1 0,3

50 12 21,4 +2,8°4

100 12 24,7 +0,94

150 12 31,4 +0,3*

" etras minGsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa (p<0,05) relativo as condigdes de extragdo; @ Letras mailisculas na
mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p<0,05) relacionado
ao tratamento das amostras, pelo teste de Tukey. Fonte: Dados do autor (2016).
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Os resultados de rendimento apresentaram comportamento
similar, independente da amostra, ndo foi observado diferenca
significativa entre o tipo de tratamento. Entretanto, as condi¢des de
extracdo mostraram influéncia significativa (p<0,05) no rendimento
variando entre 16,0 + 0,4 % e 32,4 + 0,9 %.

Os maiores rendimentos, observando apenas a EAU, foram
obtidos usando a concentracdo maxima de 1:30 (m/v) ou 150 mL de
solvente na extracdo, apresentando diferenca estatistica, de acordo com
o teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia em relacdo aos
rendimentos obtidos com as concentragcGes minimas de solvente 1:10
(50 mL)

Os efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) encontrados para as
variaveis no rendimento dos extratos podem ser observados no Grafico
de Pareto apresentado na Figura 13 que ilustra a influéncia das variaveis
independentes sobre as variaveis respostas, considerando-se
significativas aquelas cujas colunas horizontais ultrapassam as linhas
tracejadas, representativas para o intervalo de confianca de 95 % (p <
0,05).

Figura 13 - Grafico de Pareto com os efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) do
tempo e volume de solvente para a resposta do rendimento global obtido na
EAU dos extratos de tomate cereja.

(20 (mLjL) 4.244082
{13t {fmindL} 1,13279F
1Lby2L -344526
t [min){Q) . 2693283
WmLH Q) - 1BTTF14
=05

Standardized Effect Estimate {Absclute Value)

Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

Observando o grafico acima, nota-se que das duas condicdes de
extracdo apenas 0 volume de solvente foi significativamente influente
em relacdo ao rendimento. A ndo influéncia do fator tempo (t), e da
interacdo entre as duas condi¢des é elemento imprescindivel para busca
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da otimizacdo das condigdes de processo com intuito de obter melhores
resultados em detrimento da reducdo do uso de solventes, além da
definicdo dos melhores tempos de extragdo.

Através do experimento fatorial 32, para compreensdo
individual dos resultados, foi possivel interpretar o efeito da utilizacdo
de diferentes tempos e volumes de solvente, e da consequente interacéo
entre eles em todo processo (Tabela 13).

Tabela 13 - Estimativa do coeficiente de regressdo e teste T sobre a resposta
rendimento dos extratos de tomate cereja.

Coeficiente de x
Erro Padrdo  t cajculado P valor

Regressao
Meédia 25,50000 2,612286 9,761567 0,002284
t (min) (L) 2,09246 1,847165 1,132797 0,339649
t (min) (Q) 0,82500 3,063176  0,269328 0,805139
V (mL) (L) 7,83952 1,847165 4,244082 0,023960
V (mL) (Q) -0,57500 3,063176 -0,187714 0,863080
t (min) (L) x V (mL) (L) -0,90000 2,612286 -0,344526 0,753188

Fonte: Dados do autor (2017).

Pela Tabela 13 e o Grafico de Pareto (Figura 13), 0s
coeficientes de regressdo para o rendimento mostram que apenas 0
efeito linear volume (em negrito) foi estatisticamente significativo (p <
0,05), mostrando a real influéncia de cada varidvel nos diferentes
ensaios. Com este resultado e baseado no R% 86,7% dos dados s&o
explicados pelas regressdes do modelo.

Tabela 14 - Anéalise de variancia (ANOVA) do modelo completo da tabela de
regressdo para o rendimento dos extratos de tomate cereja.

Fonte de Variacdo SQ GL MQ F calculado
(1) t (min) (L) 8,7568 1 8,7568 1,28323
t (min) (Q) 0,495 1 0,495 0,70254
(2) V (mL) (L) 122,9161 1 122,9161 18,01223
V (mL) (Q) 0,2405 1 0,2405 0,03524
D)*2) 0,81 1 0,81 0,1187
Erro 20,4721 3 6,824
Total 154,9289 8

Nivel de significancia, a: 0,05 %; R”: 867.
Fonte: Dados do autor (2017).
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Em conformidade com os dados da Tabela 14, o valor de
Fealculado fOi igual a 18,01. Este valor é menos de uma vez maior que o
Fravelado de 10,1, situacdo que vai em oposicdo a proposicdo de Box e
Draper (1987), onde afirmam que, para uma regressdo nao ser
estatisticamente significativa, mas que apresentar utilidade para fins
preditivos o valor de Feacuado teria de ser no minimo dez vezes maior
que o valor do Fiapelado- Com isso, é possivel afirmar que o modelo
representado pela Tabela 14 é pouco preditivo. Apesar do valor de R2 ter
sido de 86,7% o modelo ndo apresenta condi¢des suficientes para
predizer boas respostas, conforme apresentado no gréfico da Figura 14.

Figura 14 - Valores observados e valores preditos.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

A partir da andlise da Figura 14, observa-se que apesar de
alguns valores terem se adaptado aos valores preditos pelo modelo
(linha vermelha), muitos outros comportaram de maneira distante ao
sugerido, isso mostra que a otimizacdo do processo de extracdo se faz
necesséria afim de tornar significativa todas as variaveis do processo.

De acordo com a anélise estatistica realizada os valores criticos
sugeridos para que ambas as variaveis apresentassem significancia em
relacdo a varidvel dependente rendimento, seriam para o tempo t = 14,8
min. e volume de solvente V = 74,73 mL.

4.5 QUANTIFICACAO DO CONTEUDO DE LICOPENO
4.5.1 Teor de licopeno por espectrofotometria

Os dados do teor de licopeno dos extratos de tomate cereja ndo
irradiados e irradiados a diferentes doses e intensidades, estdo
apresentados na Tabela 15. Os dados foram avaliados estatisticamente
de acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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Tabela 15 - Teor de licopeno para os extratos de tomate cereja (L. esculentum).

Condicao .
Tratamento Tempo (min) Solvinte (Etanol) mL Licopeno (mg/g)
4 50 24,4+0,8%
4 100 32,4+0,8%
4 150 31,9+1,0°
8 50 27,7+¢1,1°¢
C 8 100 25,2+0,6°¢
8 150 17,4+0,6°C
12 50 21,4+0,9%
12 100 14,60,9'
12 150 19,9+0,7%
4 50 147,5+0,3%
4 100 132,5+0,7"
4 150 146,2+0,6*
8 50 143,4+0,6%"
uv1 8 100 168,2+0,7*4
8 150 147,1+0,84
12 50 146,0+0,9%*
12 100 162,7+0,4°*
12 150 155,4+0,6™
4 50 139,4+0,9"°
4 100 135,4+0,4°°
4 150 144,3+0,6°°
8 50 130,5+0,8"°
uv2 8 100 139,9+0,6"°
8 150 143,6+0,2%®
12 50 139,6+0,1°°
12 100 138,1+0,6™®
12 150 139,1+0,4°°

*Letras minGsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa (p < 0,05) entre as amostras, ndo separadas pela linha continua,
para as condi¢cdes tempo (min) e solvente (mL); Letras maidsculas iguais na
coluna indicam que ndo hé diferenca significativa (p < 0,05) entre as amostras
em relacdo ao tipo de tratamento (C, UV1 e UV2); Fonte: Dados do autor
(2017).
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O teor de licopeno nos frutos de tomate é de grande importancia
devido sua atividade antioxidante, além de ser um dos critérios que
define o estadgio maduro dos frutos. Dentre os carotenoides, o licopeno é
o0 principal antioxidante dos frutos de tomate maduro, representando
80% do teor total de carotenoides (TOMMONARQO et al., 2008).

No presente trabalho o teor de licopeno variou de 14,6 £ 0,9 a
32,4 + 0,8 mg/g para a amostra controle, de 132,5 + 0,7 a 168,2 + 0,7
mg/g para amostra UV1 e de 130,5 + 0,8 a 144,3 + 0,6 mg/g para
amostra UV2 (Tabela 15). A maior variago é observada para os frutos
irradiados UV1 e UV2 em relacdo ao grupo controle. Apresentando
diferenca significativa entre si, todos os extratos com tratamentos UV-C
obtiveram aumentos significativos em relagdo aos extratos controle,
independente das condicBes de extracdo, conforme expresso na Figura
15.

Figura 15 - Média do contetdo de licopeno das amostras controle (C), e das

amostras irradiadas UV1 e UV2.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

Os extratos de tomate irradiados apresentaram contedo médio
de licopeno 5,8 vezes maior que 0s extratos de tomate controle. Esse
resultado corrobora com os resultados obtidos por Pataro et al. (2015),
gue obtiveram aumento no contetdo de licopeno 5,23 vezes maior em
relagdo aos tomates ndo irradiados utilizando tempo de radiacdo de 60
minutos, similar ao do presente trabalho, e dose de 2000 mJ/cm?, dose
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ainda considerada baixa, bem como as doses de 573 e 992 mJ/cm?,
utilizadas neste estudo.

Segundo McCollum (1954), a exposicdo de frutos ainda
imaturos a luz UV pode estimular de maneira significativa o acimulo de
licopeno durante a fase de amadurecimento. Em complemento ao que
foi relatado, neste trabalho foi possivel observar este acimulo mesmo
em tomates irradiados maduros e analisados apés 7 dias de estocagem.

No geral, o aumento do conteldo de licopeno em frutos de
tomate em funcdo do tratamento com luz UV-C ¢ relatado
positivamente. Bravo et al. (2012), observou discreto aumento, entre
1,2 e 1,8 vezes, no teor de licopeno em tomates armazenados a
temperatura ambiente por 8 dias com doses variando de 0,1 a 1,2 J/cmz.
Da mesma maneira, Liu et al. (2009) observou aumento no contelido de
licopeno, porém a partir de tomates verdes irradiados com dose de 1,37
J/m2, em um ciclo de armazenamento que durou 21 dias, este aumento
so foi significativo a partir do 15° dia, se comparado aos tomates ndo
tratados. Embora, no presente trabalho as condi¢bes de processo e
origem da matéria-prima sejam distintas dos utilizados na literatura, €
possivel observar a mesma tendéncia nos resultados.

4.5.1.1 Conteldo de licopeno em funcdo da EAU

Uma andlise estatistica separada foi realizada para avaliar a
influéncia da extracdo por ultrassom no conteido de licopeno dos
extratos de tomate cereja irradiados. Os resultados ndo apresentaram um
comportamento claro da influéncia das condi¢bes deste processo no
contetdo de licopeno dos extratos, porém foi possivel observar que os
maiores teores de licopeno obtidos para cada conjunto de ensaios (ex: C,
UV1 e UV2) ndo foram obtidos para os maiores tempos de extracdo
(Tabela 15).

As amostras controle (C) diferiram significativamente entre si
nas condigBes de extracdo estudada. O maior teor foi de 32,4 e 31,9
mg/g na condigdo de 4 minutos para 100 e 150 mL de solvente,
respectivamente. Por outro lado, para o grupo UV1, o maior teor de
licopeno observado foi de 168,2 mg/g para a condicdo de 8 minutos e
100 mL de solvente. Ja para o grupo UV2, foram obtidos teores de
144,3 e 146,3 mg/g, respectivamente, para os tratamentos realizados nas
condicdes de 4 e 8 minutos com 150 mL de solvente para ambos. Diante
desses resultados, € possivel observar também, que o volume de 50 mL
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de solvente ndo foi a melhor opgdo em relagdo a obtencédo de licopeno e
rendimento de extracéo.

4.5.2 Quantificagdo de licopeno via CLAE

O método analitico baseado em HPLC-DAD foi utilizado para
quantificar o teor de licopeno dos extratos obtidos, com o objetivo de
guantificar de forma mais precisa o contetido de licopeno das amostras
com e sem radiacdo dos tomates cereja. O tempo de retencdo (T,), e 0
comprimento de onda dos espectros UV dos picos do carotenoide
licopeno foram utilizados para quantifica-los e compara-los com dados
disponiveis na literatura.

As Figuras 16 e 17 ilustram 0s cromatogramas com 0s picos do
padrdo de licopeno para as diluicbes de 0,5 mg/L e 75 mg/L,
respectivamente, para as dilui¢es inicial e final.

O licopeno das amostras foi identificado com base na
comparagdo dos tempos de retencdo e espectros UV/visivel
anteriormente identificados no padrdo. A curva padrdo do carotenoide
utilizado para o calculo do teor de licopeno encontra-se no Apéndice C,
bem como todos os cromatogramas referentes a diluigdo e amostras.

Figura 16 - Cromatograma do padrio de licopeno (pureza > 90%) para dilui¢do
inicial de 0,5 mg/L, com identificacdo do carotenoide trans-licopeno (leitura em
472 nm; Tr: 13,1 min.).

rrans-licopeno

a o

., — -
g THE4g B 7 FO T I 1118 TEeTT 18 19 Mg 203 W B 27
Tirmee: | min]

a1 333

Fonte: Dados do autor (2017).
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Figura 17 - Cromatograma do padrdo de licopeno (pureza > 90%) para dilui¢do
final de 75 mg/L, com identificacdo do carotenoide trans-licopeno (leitura em:
472 nm; Tr: 12,9 min.).
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Fonte: Dados do autor (2017).

A Tabela 16 apresenta os dados de HPLC-DAD para o licopeno
presente nos extratos obtidos nas condigdes de 4, 8 e 12 minutos de
extracdo, com 100 mL do solvente etanol para ambos os tratamentos
UV-C e controle.

Tabela 16 - Quantificacdo de licopeno nos extratos de tomate cereja (L.
esculentum Mill) com os tempos de retengdo (Tr) em minutos e a area relativa
(AR (%)) detectados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC -
DAD).

Amostral AR(%) (r;fn ) UV ADs (m) L(Kr;r?;/f;r)m
Ca2 176 12,7 472 5,49 + 1,82
C82 13,2 12,4 472 476+1,25
C.122 10,8 12,7 472 6,08 + 2,02

UV1.4.2 7.4 12,6 472 6,00 + 0,04

UVv1.8.2 137 12,7 472 2,47 40,21

UVL1.12.2 135 12,7 472 0,13 + 1,04

UV2.4.2 13 12,7 472 6,07 +0,2

UV2.8.2 11,9 12,7 472 10,8+ 0,63

UV2.12.2 9,1 12,8 472 0,17 + 1,01

tAmostra: Codificacdo conforme Tabela 5;
Fonte: Dados do autor (2017).

O extrato UV2 8.2 apresentou 10,8 + 0,63 mg/g de licopeno em
sua composic¢do, sendo este, 0 extrato com maior quantidade de licopeno
(Tabela 16 e Figura 18). Este valor € superior a valores encontrados para
extratos derivados do tomate, ou do préprio tomate, quantificados por
HPLC por diversas metodologias. George et al. (2004) obtiveram 1,07
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mg/g de licopeno a partir de cascas de tomate, usando
hexano/metanol/acetona (2:1:1) e 2,5% de BHT. Por diferentes métodos,
Roldan-Gutiérrez e Luque de Castro (2003), observaram um teor de
licopeno em p6 de tomate entre 1,12 e 1,26 mg/g. Ja Eh e Teoh (2012),
obtiveram 5,11 + 0,27 mg/g de licopeno em tomate liofilizado obtidos
através da EAU otimizada com fluxo de nitrogénio livre de oxigénio
para reducdo de degradagdo e isomerizacdo do licopeno, tendo como
solvente a mistura hexano/acetona/etanol (2:1:1).

Observa-se ainda, que para os extratos provenientes de tomates
irradiados e extraidos na condicdo de 12 minutos a composic¢éo no teor
de licopeno foi bem abaixo das demais amostras (Tabela 16). As
mudangas estruturais ocorridas no carotenoide majoritario, o licopeno
no presente estudo, estdo diretamente relacionados a etapa de EAU,
onde o0 processo de cavitagdo provoca a geracdo de calor e a
consequente isomerizagdo do licopeno. Este, processo corrobora com a
afirmativa de Bramley (2000), que relaciona a biodisponibilidade do
licopeno as modificagbes provocadas pelo calor. O cis-licopeno
apresenta vantagens em termos bioldgicos, isso porque sua estrutura
fisica e quimica é mais bem aproveitada pelo organismo que na forma
de trans-isomero, devido sua melhor solubilidade nas micelas e seu
comprimento reduzido (COZZOLINO, 2005).

Os resultados estdo em concordancia com estudo realizado por
Eh e Teoh (2012), que observaram redugdo de cerca de 76% no
contetdo de trans-licopeno obtido através de extracdo tradicional por
sonificacdo de tomate liofilizado, em diferentes condigdes
experimentais. Os picos (2) identificados em todos os cromatogramas
dos extratos de tomate cereja (Figura 18 e Apéndice C - Figuras 31 a 38)
com tempos de retencdo médio de 16 minutos e lido no comprimento de
onda de 454 nm representam o provavel cis-licopeno. Este isdbmero
surge nos alimentos, além exposicdo ao calor, em decorréncia do
estresse oxidativo ocorrido naturalmente durante as fases de maturacao,
durante o tempo de estocagem devido as condigdes do processo (Liu et
al., 2009), ou processamento de matrizes vegetais. Boileau et al. (2002)
afirmou que 80 a 97% do licopeno disponivel nas fontes alimentares é
encontrado em sua forma isomérica all-trans. Com isso apenas uma
pequena parcela desse licopeno estd naturalmente disponivel na forma
de cis-licopeno.
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Figura 18 - Cromatograma do extrato UV1 8.2 com destaque para os picos dos
carotenoides lidos nos comprimentos de onda entre 450 e 475 nm.
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Carotenoide: (1) trans-licopeno (leitura em 472 nm; TR: 12,7 min.); (2) cis-
licopeno (leitura: 454 nm; T, 16,0 min.) (isbmero provavel); (3) residuos
decorrente do provavel baixo grau de pureza dos extratos Fonte: Dados do autor
(2017).

Outro fator a ser observado ao analisar os cromatogramas dos
extratos de tomate cereja, € a presenca de outros carotenoides e seus
isbmeros, pela visualizacdo de outros picos além do licopeno,
identificado entre 12,7 e 13 minutos, e confirmado em comparagdo
direta com os picos encontrados nos cromatogramas do padréo.

Apesar da identificacdo e quantificacdo de licopeno por HPLC
apresentar resultados mais precisos que outras técnicas (NELLIS et al.
2017), aspectos como a variabilidade qualitativa e quantitativa dos
alimentos, presenca de um grande nimero de carotenoides, variagdo da
guantidade de carotenoides em um mesmo produto e/ou matéria-prima
biologica (diferentes partes do alimento), a natureza variavel das
matrizes alimenticias, entre outros, sdo fatores influentes na
identificacdo dos carotenoides (RODRIGUES-AMAYA et al. 2008). A
combinacdo de alguns destes fatores pode explicar em parte a
aleatoriedade entre os conjuntos de extratos obtidos (com ou sem
tratamento UV-C) para a quantidade de licopeno nas amostras (Tabela
16).

Os resultados obtidos, corroboram com os dados apresentados
na literatura, no que tange a utilizagdo da radiacdo UV-C em vegetais
para 0 aumento da disponibilidade de alguns compostos bioativos e
credencia a EAU como uma boa escolha devido o potencial de
isomerizagdo (de trans-licopeno para cis-licopeno).
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4.6 TEOR DE FENOLICOS TOTAIS (TFT)

Os teores de compostos fenolicos totais dos extratos estdo
apresentados na Tabela 17. Os resultados variaram entre 9,4 e 44,4 mg
EAG/g. A curva padrdo do acido galico, utilizada para o célculo do
TFT, encontra-se no Apéndice B.

Tabela 17 - Teor de compostos fendlicos total (TFT), expressos em equivalentes
de &cido galico para os extratos de tomate cereja (L. esculentum).

Condicéo TFT (mg
Tratamento Tempo (min)  Solvente (Etanol) mL EAG/Qeytrato) @
4 50 15,8+ 2,2®
4 100 12,7+1,6®
4 150 17,1+1,7®
8 50 9,8+0,5®
C 8 100 36,1 + 2,2"®
8 150 14,1 +0,9®
12 50 15,4 +0,5®
12 100 16,6 + 0,9®
12 150 9,4+0,9®
4 50 415+1,1™
4 100 22,9 +1,4°%®
4 150 23,6 + 1,6°¢®
8 50 16,5+ 1,8®
uv1i 8 100 24,0 + 1,8°%™®
8 150 19,5 + 0,8°®
12 50 17,3+ 1,3®
12 100 18,1+ 1,5°®
12 150 19,4 + 1,0°®
4 50 22,7 +0,4%8
4 100 14,7 +0,9®
4 150 15,9 +0,7®
8 50 44,4 +1,7°®
uv2 8 100 20,3 + 1,4%®
8 150 18,7 + 0,8°®
12 50 34,4 + 2,0°®
12 100 31,9 + 4,48
12 150 15,6 + 1,0®
BHT 4655 + 23,1

*Letras minusculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa (p<0,05); Letras mailsculas iguais na mesma coluna indicam que
néo ha diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey entre as amostras; @
Teor de fenolicos totais (TFT); Fonte: Dados do autor (2016).
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Os valores estdo bem abaixo dos 465,5 mg EAG/g obtido para o
antioxidante sintético BHT, que diferiu significativamente de todos os
extratos, de acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia. A comparacao de resultados de TFT em relacdo ao uso de
UV-C como tratamento de tomates foi dificultada pela escassez de
estudos disponiveis na literatura.

Compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios e tém sua
producdo relacionada a condicdo de estresse a que plantas e frutos sdo
submetidos. A radiacdo, principalmente a ultravioleta, esta relacionada a
producdo de compostos fendlicos (REAY; LANCASTER, 2001).

Entre os tratamentos com radiagdo UV-C testados ndo houve
diferenca significativa que induzisse o aumento do teor de compostos
fendlicos totais, mesmo quando comparado ao controle (C). Esses
resultados possibilitam a andlise de que a radiacdo ultravioleta, na dose
e intensidade usadas, ndo foi fator predominante para o maior acimulo
de compostos fendlicos nas amostras.

Essas afirmagdes sdo sustentadas pela observacdo de que os trés
melhores resultados para TFT foram, 44,4; 41,5; e 36,1 mg EAG/Qextrato,
respectivamente de amostras dos grupos UV2, UV1 e C (Tabela 17),
ndo havendo nenhum aumento significativo expressivo pelo uso da
irradiacdo, ndo corroborando com alguns estudos de Bravo et al. (2012)
gue observou o0 aumento no TFT em tomates verdes com doses de 1200
mJ/cmz2, em tempos variaveis de 3 a 12 horas de exposicdo, apos 8 dias
de armazenamento. O aumento no teor de fendlicos também foi
reportado por Liu et. al. (2012), obtendo resultados significativos (a
partir do décimo quarto dia de armazenamento) para tomates maduros
submetidos a doses de radiagdo variando de 200 a 1600 mJ/cm2 em
relacdo ao controle.

Varios fatores podem ter contribuido para os resultados
diferentes em relacdo a literatura. Entre outros, a variedade dos tomates
utilizados, as condicbes de colheita e armazenamento, mas
principalmente as condi¢bes de exposicdo, o tipo de equipamento,
disposicdo dos frutos durante a radiacdo, e as diferencas no estadio de
maturacgao dos frutos. Outro fator decorrente do processo foi 0s tempos
de exposicdo usados. O tempo de 60 minutos pode ndo ter sido
suficiente para a luz UV-C induzir uma resposta ao estresse dos frutos
gue provocasse a ativacdo da via de biossintese fendlica, levando ao
acumulo de compostos fendlicos. Outro fator a ser considerado € a alta
concentracdo de licopeno presente nos extratos, tendo em vista a alta
solubilidade do licopeno em meio hidro alcodlico.
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A forma de obtenc¢do dos extratos é outro aspecto que deve ser
considerado para os valores de TFT. Acredita-se que a extracdo por
ultrassom, através do mecanismo gerado pela cavitacdo, seja
responsavel por facilitar a liberagdo e solubilizacdo dos compostos
intrinsecos a matriz vegetal, e que a sua associa¢do a polaridade do
solvente favoreca a melhor extragdo de compostos fenolicos (MA et al.,
2008), porém afim de confirmar esta afirmativa para o presente estudo, a
comparagao com outras técnicas de extracao se faz necessaria.

Entre as condi¢des de extragdo avaliadas os melhores resultados
foram para condigbes com menor quantidade do solvente etanol
combinado aos tempos de extracdo de 4 e 8 minutos. A Figura 19,
apresenta os valores anteriormente expostos na Tabela 17, apenas em
funcéo das condigdes de EAU.

Figura 19 - Gréfico do teor de TFT nos extratos de tomate cereja, em funcéo da
combinagéo das condicdes de extracao.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

A escolha do solvente etanol foi baseada nos resultados de
estudos anteriores, em que entre muitos solventes utilizados para
extracdo de fendlicos de matrizes vegetais diversas, o etanol foi o que
apresentou melhores resultados. Esta caracteristica do etanol esta
associada a sua caracteristica polar (BISCAIA, 2009). Leva-se em conta
também a teoria da intermiscibilidade, que afirma que os compostos
fendlicos sdo facilmente dissolvidos a partir de células vegetais, quando
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hd semelhanca entre as polaridades dos fendlicos e do solvente
(GRIBOVA et al., 2008).

Os resultados obtidos para fendlicos totais, de 41,5 e 44,4 mg
EAG/Qextrato (Tabela 17) considerando as duas condigfes de extragéo,
destacam que o uso de menores concentracfes de solvente e tempos de
extracdo reduzidos e intermedidrios, tenderam a resultados mais
favoraveis para compostos fendlicos, porém poucos extratos
apresentaram tal comportamento, necessitando de novos testes com
novas variaveis que comprovem esta observacao.

Este comportamento corrobora parcialmente com resultados
encontrados por Feng et al. (2015), que observou o aumento da extracao
de fendlicos com o aumento da concentracdo de solvente no inicio da
extracdo, porém notou o comportamento inverso quando a taxa de
extracdo de fendlicos atingiu certo valor, considerando que neste
momento a polaridade do solvente foi invertida e a extracdo passou a
diminuir.

De maneira geral, as avaliacdes dos resultados desta andlise
indicam que tanto o tratamento UV-C quanto as técnicas e condi¢des de
extracdo necessitam de melhorias.

4.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO ABTS

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS
teve como objetivo avaliar a capacidade dos extratos de tomate cereja
irradiados, pelo sequestro do radical cation 2,2 - azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), comparado a um padrédo
antioxidante (Trolox, 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2- é&cido
carboxilico) em uma curva dose-resposta. Este método apresenta
vantagens de aplicacdo como simplicidade técnica, reprodutibilidade,
diversidade e uso flexivel em multiplos meios para determinar tanto a
capacidade antioxidante hidrofilica e lipofilica de extratos alimentares,
devido a solubilidade do reagente/radical em meios aquosos e solventes
organicos (APAK et al., 2007).

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos de tomate
cereja sdo apresentados na Tabela 18 em uM TEAC (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity)/g, uM atividade antioxidante em equivalente
Trolox por grama de extrato.
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Tabela 18 - Capacidade antioxidante determinado pelo método do radical ABTS

para extrato de tomate cereja (L. esculentum).

Condicdo ABTS (uM
Tratamento - 1
Tempo (min)  Solvente (Etanol) mL ~ TEAC/Gextrato)
4 50 137,504
4 100 107,8 +0,6)™
4 150 97,5 +31,8™
8 50 241,3 +1,0%¢
C 8 100 128,1 + 19,5"¢
8 150 105,7 + 0,14™
12 50 107,14 + 0,124
12 100 106,2 +0,2™
12 150 144,6 +0,3"¢
4 50 258,1 + 18,4°°
4 100 1945 +0,5'°
4 150 1472 +18,3"8
8 50 137,9+0,5"
UVv1 8 100 2148 +1,1°®
8 150 132,5 + 0,478
12 50 135,3 + 0,68
12 100 198,4 +1,0"%°
12 150 279,7 + 1,3
4 50 268,7 +0,7°°
4 100 100,6 +0,2"™®
4 150 169,9 + 0,79
8 50 241,9 +0,4%°
uv2 8 100 352,2 + 42"
8 150 171,4 +0,89"
12 50 218,7 +1,3°™®
12 100 94,3+0,2™
12 150 94,7 +0,4™
BHT 1039,0 + 12,2*

*Letras minUsculas iguais na coluna indica que ndo ha diferenca significativa
entre as amostras para as condi¢des de EAU; Letras mailsculas iguais na
mesma coluna, indicam que ndo ha diferenca significativa entre as amostras,
relacionadas aos tratamentos UV-C e controle. Onde (p<0,05), pelo teste de
Tukey;® Capacidade antioxidante em Trolox equivalentes. Fonte: Dados do

autor (2017).
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A partir da observacdo dos resultados, é possivel notar que
nenhum dos tratamentos UV-C combinados com a extragdo assistida por
ultrassom obtiveram resultados melhores frente ao resultado obtido para
0 composto sintético BHT. Entretanto, o tratamento com UV-C,
influenciou positivamente a capacidade antioxidante nos dois
tratamentos (UV1 e UV2), ndo sendo significativamente diferentes entre
si, porém apresentaram diferenca significativa em relagcdo as amostras
controle (C), como mostra a Figura 20, com as médias de atividade
antioxidante de (C, UV1, UV2 e BHT).

Figura 20 - Média da atividade antioxidante pelo método ABTS.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

Os resultados mostram que baixas doses de radiacdo podem
promover 0 aumento significativo da atividade antioxidante em tomates
pos colheita, estando em acordo com as afirmagfes de Ribeiro et al.
(2012), de que doses baixas de radiacdo UV-C (< 1000 md/cm?)
promovem o estimulo para formacao e aumento de compostos bioativos
com func¢es antioxidantes, aumentando o valor nutricional dos produtos
tratados.

Para o tomate, a atividade antioxidante sofre grande influéncia
em funcdo dos carotenoides e compostos fendlicos (GIOVANELLI et
al., 1999). Logo, com base nos resultados das amostras para o teor de
licopeno, é possivel entender parte do comportamento atribuido a
atividade antioxidante.
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A tendéncia geral de aumento nos compostos fendlicos e teor de
licopeno observada para os tomates que sofreram radiacdo, ndo foi
suficientemente eficaz para causar uma alteracdo aprecidvel no valor
absoluto dos antioxidantes. Este comportamento pode ter sido
condicionado a forma de extracdo escolhida para obtencdo dos extratos.

Ainda analisando os dados da Tabela 18, observar-se que as
condicdes de extracdo, além de ndo demonstrarem um comportamento
linear na evolucdo dos resultados, também ndo influenciaram de
maneira significativa a atividade antioxidante dos mesmos. Este
comportamento pode estar associado a ndo homogeneidade do p6 de
tomate. Entretanto, vale destacar que para as extracdes com tempos de 4
e 8 (min), com 50 e 100 mL de solvente, os valores sdo
significativamente expressivos para as trés amostras, a exemplo dos
352,2 uM TEAC/gexirato Na condicdo de 8 minutos e 100 mL, obtidos no
tratamento UV2, diferente significativamente dos outros extratos.

Como relatado na Tabela 4, do item 2.5.2, os efeitos da EAU
podem ser adversos em relacdo a melhoria dos componentes dos
alimentos, levando a crer que as condicfes de extracdo ndo foram as
melhores, abrindo o precedente para otimizacdo desse processo para
futuros trabalhos.

4.8 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DPPH

A atividade antioxidante dos extratos de tomate cereja foi
avaliada pelo método do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e
expressa em ECsg. O valor de ECsy representa a concentragdo efetiva
para que se atinja 50 % de atividade antioxidante. Diante disso, quanto
menor o valor de ECs, maior é a atividade antioxidante do extrato.

A anélise estatistica dos dados da atividade antioxidante foi
realizada quanto a influéncia da radiacdo UV-C e das extracdes por
ultrassom, separadamente.

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos de tomate
cereja, obtidos pelo método de captura do radical DPPH estdo
apresentados na Tabela 19, juntamente com o resultado de BHT para
efeito de comparacéo.
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Tabela 19 - Avaliagdo do potencial antioxidante dos extratos de Tomate cereja
(L. esculentum) através do método DPPH, expressos através da concentragdo

efetiva a 50 % de atividade (EC50).

Condicao ECs,
Tratamento -
Tempo (min)  Solvente (Etanol) mL (ng/mL)*
4 50 565,5 + 1,3
4 100 689,4 + 3,0°°
4 150 679,9 + 1,4°°¢
8 50 903,5 + 4,0
C 8 100 632,3+7,2'°
8 150 688,3 + 2,4"°
12 50 668,7 +2,5"°
12 100 515,1 +2,7"¢
12 150 4248 +2,3'
4 50 4716 +4,7%
4 100 7125 + 8,8%°
4 150 401,5 + 3,6%°
8 50 530,8 + 2,6"
uv1 8 100 351,4 + 4,48
8 150 392,8 + 6,5%F
12 50 312,0 +12,0°®
12 100 513,7 +4,8"
12 150 336,3 +2,2%
4 50 511,0 +2,3™
4 100 655,0 + 4,0™
4 150 6459 + 7,3
8 50 383,1 +2,8%
uv2 8 100 596,9 + 15,1¢
8 150 7455 + 4,0
12 50 550,7 + 4,1¢
12 100 586,9 + 5,3
12 150 668,0 + 1,3™M°¢
BHT 72,2 +3,5%

*Letras minGsculas iguais na coluna indica que ndo ha diferenca significativa
entre as amostras para as condigdes de EAU; Letras mailsculas iguais na
mesma coluna, indicam que ndo ha diferenca significativa entre as amostras,
relacionadas aos tratamentos UV-C e controle. Onde (p<0,05), pelo teste de
Tukey; ® Capacidade antioxidante em ECs, (Equivalent concentration). Fonte:

Dados do autor (2017).
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Conforme apresentado na Tabela 19, o tratamento com radiacao
UV-C que apresentou maior atividade antioxidante foi o UV1, com dose
de 593 mJ/cm? e intensidade de 1,5W/mz, com diferenca significativa,
ao nivel de 5% pelo teste de Tukey, para o controle, UV1 e BHT.

Os resultados foram acima dos 250 pg/mL, valor considerado
limite para materiais com alto potencial antioxidante (CAMPOS et al.,
2008). No geral, a baixa capacidade antioxidante encontrada pode ser
atribuida principalmente a diminuicdo no teor de compostos fenolicos
observado neste estudo. No entanto, é provavel que alguns carotenoides
presentes no tomate também tenham influenciado na atividade
antioxidante.

Os dados encontrados atualmente na literatura acerca dos
efeitos do tratamento UV-C com baixas doses sobre o potencial
antioxidante, além de escassos, apresentam conclusdes contraditorias.
Porém alguns estudos corroboram com os resultados apresentados nesta
pesquisa. Pataro et al. (2015), Bravo et al. (2012) e Liu et al. (2012)
observaram efeitos positivos do tratamento UV-C em doses brandas em
tomates de variedades e estadios de maturacdo distintos, apds periodo de
armazenamento. Nos estudos de Jagadeesh et al. (2009) ndo houve
efeito significativo a atividade antioxidante em tomates submetidos a
radiacdo, resultado andlogo ao obtido por Guan et al. (2012) em
cogumelos. Resultados que entram em consonancia com os obtidos no
presente estudo para os tratamentos UV2 com doses de 992 mJ/cm?2,

O efeito da luz UV-C em doses baixas, denominado de
“hormesis” foi um conceito estudado no inicio da década de 80 e que
teve seus resultados aprimorados em estudos por Liu et al. (1993) e
Maharaj et al. (1995), em tomates pos-colheita, ap6s a observagdo da
inducéo da resisténcia dos frutos e vegetais durante o armazenamento
pos-colheita prolongando a vida de prateleira. A dose UV-C,
“hormética”, seria entdo a dose minima necessaria para estimular uma
resposta benéfica ao vegetal, tal como um estresse fisico ou um agente
quimico inibidor.

Através dos resultados da Tabela 19, pode-se constatar que a
extracao assistida por ultrassom ndo apresentou resultados que indicasse
gue esse processo € adequado para obtencdo dos compostos
antioxidantes presentes nos extratos de tomate cereja em po.

Muitos fatores podem ter contribuido para a aleatoriedade dos
resultados. Alimentos com composicdo elevada de substancias
antioxidantes tendem sofrer ac&o do oxigénio e degradar-se. E o caso do
tomate com vérias vitaminas com propriedades antioxidantes que
durante o processo de mistura no ultrassom podem ter seus
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antioxidantes afetados por radicais livres da oxigenagdo ou da termo-
sonificagdo (OLIVEIRA et al., 2015).

E possivel observar que a atividade antioxidante dos extratos
testados ndo estd diretamente relacionada ao teor de compostos
fenolicos, visto que os resultados significativamente (P<0,05) melhores
para atividade antioxidante, 312,0 e 336,3 pg/mL (Tabela 19), para as
condic¢des de 12 minutos com 50 e 150 mL de solvente (etanol), ndo
foram as melhores condicdes para TFT (Tabela 16). Por conseguinte,
pode-se concluir que a atividade antioxidante ndo depende somente da
presenca dos compostos fendlicos, mas também de outros compostos
com alta atividade antioxidante que possam ter tido sua
biodisponibilidade reduzida ou prejudicada em decorréncia de fatores
inerentes as condigdes experimentais.

4.9 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
4.9.1 Método de difusdo em agar

A atividade antimicrobiana dos extratos foi inicialmente
avaliada pelo método qualitativo de difusdo em agar, conforme
procedimento descrito no item 3.11.1. Atuando como um teste de
triagem, a difusdo em A&gar buscou avaliar se 0s extratos possuem
capacidade para inibir o crescimento dos micro-organismos de interesse.
Para as andlises foram selecionadas 9 amostras obtidas por extragdo na
condicdo central de concentragdo de solvente (1:20 m/v) (5g de amostra
para 100 mL de solvente), descrito no item 3.5, de um total de 27, sendo
entdo submetidas ao crescimento de trés bactérias Gram-positivas, duas
Gram-negativa e uma levedura.

Para os testes negativos (auséncia de halo de inibicdo) e
positivos (inibicdo de crescimento) foram utilizados respectivamente a
solucdo de DMSO até 60% e antibidticos especificos para cada micro-
organismo, baseado em estudos reportados na literatura. Para B. cereus,
E. coli, e S. aureus, o Cloranfenicol foi o antibiético mais indicado. Para
P. aeruginosa o Ciprofloxacin, para S. cerevisiae o antibiético foi o
Nystatin, e para L. innocua o Trimethoprim foi o mais indicado. A
Figura 18, sdo apresentados exemplos de dois testes realizados para
auséncia e presenca de inibigéo de crescimento.
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Figura 21 - Placas de teste negativo para E. coli e teste positivo para B. cereus.

Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

Na Tabela 19 sdo apresentados os resultados obtidos em termos
de tamanho dos halos de inibicdo (mm) para cada micro-organismo
testado, incluindo os extratos que ndo apresentaram inibicéo (SIC).

Tabela 20 - Resultados do teste de difusdo em agar expressos em tamanho do
halo de inibi¢do (mm) para os extratos de tomate cereja (L. esculentum).

Halo de inibigdo (mm)

Amostra™ P, E. L. B. S, S.
aeruginosa Coli  innocua  cereus aureus cerevisiae
C42 sIc SIC 7,3 6,4° SIC sIc
c8.2 sIC 6,8" 7,8° 6,2" sic sic
C.122 sic 7,1° 7,6 7,1° sic sic
UVv1.4.2 sic SIC 7,9° 6,6 SIC sIC
uv1.8.2 sIC 7,42 7,6° 6,4” sic sIc
UVL1.122 sic 7,1%® 7,8° 6,4° 6,7° sic
UV2.4.2 SIC 7,42 8,0° 8,6 SIC SIC
Uv2.8.2 sic 7,42 7,3° 7,0° 6,8° sic
Uv2.12.2 sic 7,5° 7,7° 7,1° 7,1° sic

*Amostra: Codificacdo conforme descrito na Tabela 5. Letras iguais na coluna
indicam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05); SIC - Sem inibi¢do do
crescimento. Fonte: Dados do autor (2017).

Observando os resultados para a bactéria Gram-negativa
Pseudomonas aeruginosa e para a levedura Saccharomyces cerevisiae,
nenhum extrato apresentou inibicdo de crescimento. Entretanto, para



94

Staphylococcus aureus, apenas trés extratos apresentaram inibicao,
todos oriundos de tomates submetidas ao tratamento com radiacdo
ultravioleta, e tempos de 8 e 12 minutos de extracdo. N&o houve
diferencas significativas entre as amostras.

Os melhores resultados em termos de halo de inibi¢do foram
para o extrato UV2.4.2, que apresentou inibicdo de crescimento de 8,0
mm para Listeria innocua, e de 8,6 mm para Bacillus cereus, porém
apenas o segundo resultado apresentou diferenca significativa. Halos de
inibicdo de 9 a 13 mm sdo considerados extratos com poder de inibicao
moderado, j& halos a partir de 14 mm caracterizam extratos com forte
atividade inibitéria (MOTHANA; LINDEQUIST, 2005).

A presenca de poder de inibicdo para E. coli, mesmo que
ativamente baixo, destaca-se, quando consideramos que, as bactérias
Gram-negativas  apresentam  maior  resisténcia aos  agentes
antimicrobianos, em decorréncia da consideravel diferenca estrutural
gue ha entre sua parede celular e a parede das bactérias Gram-positivas.
As bactérias Gram-negativas possuem uma membrana exterior em torno
da parede celular, limitando a disseminagdo dos compostos hidrofébicos
através do seu revestimento. Com isso, por ndo possuir uma membrana
externa, a parede celular de bactérias Gram-positivas pode ser permeada
pelos constituintes dos extratos de maneira menos dispendiosa (TIAN et
al., 2009). No entanto, nem sempre estas caracteristicas garantem maior
vulnerabilidade as bactérias Gram-positivas (TAJKARIMI; IBRAHIM;
CLIVER, 2010).

A inibicdo de crescimento para o extrato UV2.4.2 conduz a
hipo6tese de que o tratamento UV-C associado a extracdo por ultrassom,
em condi¢des de tempo reduzidas, podem elevar o potencial
antimicrobiano dos extratos. Porém, pela escassez de dados na literatura
ndo foi possivel fazer comparacdes que corroborem ou ndo com este
estudo. Para os demais extratos, mesmo apresentando diferencas
significativas entre si, os resultados foram abaixo dos 8 mm,
considerado fraco para inibicdo de crescimento. Mudangas na polaridade
do solvente de extracdo, na temperatura e tempo de processo, ou mesmo
0 aumento do estresse oxidativo causado pela radiagdo ultravioleta,
podem ser critérios passiveis de otimizacdo em detrimento de resultados
mais expressivos para inibicéo.

No geral, essas mudangas pontuais podem alterar a
disponibilidade de outros compostos quimicos presentes no extrato
vegetal, tendo em vista que a atividade antimicrobiana provavelmente
ndo é atribuida a apenas um composto especifico, e o efeito desses
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antimicrobianos naturais ainda ndo estd completamente elucidado
(BURT, 2004; TIWARI et al., 2009).

4.9.2 Método da Concentragéo Minima Inibitoria (CMI)

Os extratos que apresentaram halo de inibicdo de crescimento,
mesmo que abaixo de 8 mm, para 0S micro-organismos testados no
método anterior (Tabela 21), foram submetidos ao método quantitativo
de microdiluicdlo em caldo de cultivo para a determinacdo da
concentragcdo minima inibitéria (CMI) na menor concentragao de extrato
capaz de inibir o crescimento de um micro-organismo especifico.

Como nenhum dos extratos foi capaz de inibir a bactéria
Pseudomonas aeruginosa e a levedura Saccharomyces cerevisiae no
teste de difusdo em &gar (Tabela 19), optou-se por ndo realizar o teste
guantitativo de CMI para esses dois microrganismos. Os resultados do
teste de microdiluicdo em caldo de cultivo estdo expostos na Tabela 20.

Tabela 21 - Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) para os extratos de tomate
cereja (L. esculentum).

Amostra* Concentracdo Minima Inibitdria (ug/mL)

E. Coli L. innocua B. cereus S. aureus
C.4.2 2000 2000 SIC SIC
c.8.2 2000 500 SIC SIC
C.12.2 1000 500 SIC SIC
uvi4.2 1000 1000 SIC SIC
uv1.8.2 500 1000 1000 SIC
uvi.12.2 1000 1000 1000 SIC
uv2.4.2 1000 1000 SIC 1000
uv2.8.2 1000 500 SIC 1000
uv2.12.2 2000 500 1000 SIC

*Amostra: Codificacdo conforme Tabela 5; SIC: Sem inibic&o de crescimento.
Fonte: Dados do autor (2017).

Conforme os dados da Tabela 21, a concentragdo minima
inibitoria variou de 500 a 2000 pg/mL para os extratos de tomate cereja.
Alguns dados da literatura afirmam que a classificacdo da intensidade
dos agentes microbianos pode ser estabelecida tendo como parametro os
valores da concentracdo minima inibitéria (SARTORATTO et al., 2004;
DUARTE et al., 2007; WANG et al., 2008). A faixa de CMI mais usual
para classificacdo do extrato estipula que um forte inibidor até 500
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pg/mL, entre 600 e 1500 pg/mL, um inibidor moderado, e um fraco
inibidor acima de 1600 ng/mL (MICHELIN et al., 2009).

Os resultados obtidos mostram que os extratos de tomate cereja,
independente do tratamento com UV-C e das condigdes de extragéo,
foram mais eficazes em inibir o crescimento das bactérias Escherichia
coli e Listeria innocua, bactérias Gram-negativa e Gram-positiva,
respectivamente. Neste contexto, os resultados apontam que 0s extratos
C.8.2, C.12.2, UV2.8.2 e UV2.12.2 agiram como fortes inibidores para
Listeria innocua. Ja os demais extratos, com exce¢do do extrato C.4.2
(2000 pg/mL), sdo classificados como inibidores moderados.

Estes resultados, levantam a hipGtese de que 0 maior tempo de
extracdo pode melhorar a caracteristica inibitoria dos extratos.
Suposicdo que corrobora com os resultados encontrado por Piovesan et
al. (2016) que observou comportamento semelhante em extratos de
mirtilo extraidos por ultrassom, e Chew et al. (2011), que afirma que
guanto maior o tempo de extracdo, maior a quantidade de compostos
bioativos extraidos, aumentado a possibilidade de os extratos agirem
como bons inibidores de patdgenos.

Para bactéria Gram-negativa Escherichia coli, apenas o extrato
UV1.8.2 apresentou caracteristica de forte inibidor (500 pg/mL). Este
resultado condiz, em parte, com o resultado apresentado para o teste
guantitativo de difusdo em agar, pois, apesar deste extrato ndo ter
apresentado resultados acima dos 8 mm de halo de inibigdo para E. coli
(Tabela 20), foi um dos extratos que apresentou melhor resultado de
inibicdo de crescimento microbiano.

O efeito inibitdrio relacionado aos compostos quimicos
presentes nos extratos, oriundos de matrizes, ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos na literatura. Todavia, alguns relatos da relagcdo de
compostos fenolicos no efeito antimicrobiano tém sido descritos
(GUINDANI, et al., 2016). Este efeito inibitério associado aos
compostos fendlicos pode ser explicado pela capacidade de ligagéo,
através das pontes de hidrogénio, com as proteinas da membrana
bacteriana levando a mudancas na permeabilidade da membrana, ou até
mesmo por meio da penetragdo dessas substancias na célula bacteriana,
0 que acarreta na coagulacao de seu contetido (SENGUL et al., 2014).

De acordo os resultados obtidos, é possivel inferir que tanto o
tratamento UV-C quanto as EAU apresentam potencial promissor como
tecnologia alternativa na busca por extratos vegetais com atividade
antimicrobiana. Tal potencial deve-se em parte, a capacidade de
alteragdo da biodisponibilidade dos compostos quimicos presentes na
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matriz vegetal, caracteristica essa, inerente a ambas as tecnologias
testadas.
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5 CONCLUSAO

As amostras irradiadas com radiacdo UV-C apresentaram
aumento médio de 5,8 vezes no teor de licopeno que as amostras
controle, para método espectrofotométrico. Os cromatogramas obtidos
por HPLC mostram que o licopeno se apresentou nas formas isoméricas
cis e trans, em decorréncia do processo de extragdo, além da presenca
de outros carotenoides, ndo identificados, em menor proporcao.

A atividade antioxidante foi influenciada pela luz UV-C
ocorrendo um aumento significativo quando comparado ao controle.
Entretanto, o poder antioxidante dos extratos foi considerado baixo.

A atividade antimicrobiana dos extratos apresentou eficacia em
inibir o crescimento, principalmente, das bactérias Escherichia coli,
Listeria innocua e Bacillus cereus, nos extratos de tomate cereja
irradiados na dose e intensidade mais elevada.

Por fim, com os dados experimentais obtidos, € possivel
comparar o quanto cada tecnologia utilizada teve influéncia real no
resultado final, analisando os fatores positivos e opostos. O tratamento
com radiacdo UV-C nos tomates foi efetivo no estresse oxidativo,
contribuindo para o aumento e disponibilidade de conteldo
antioxidante, além disso, a associacdo com a EAU proporcionou
extratos com alto contetido de licopeno e atividade antimicrobiana.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a) Uso de doses e intensidades de radiagdo mais elevadas;

b) Uso de matéria prima em estagio pré-maturacao;

¢) Acompanhar as alteracdes na matéria-prima (pds radiacdo) durante
todo o tempo de vida de prateleira;

d) Otimizar a técnica de Extracdo Assistida por Ultrassom;

e) Utilizacdo de outras técnicas cromatograficas e/ou padrdes
cromatogréficos que possibilitem a identificagdo dos isémeros do
licopeno, e bem como os demais carotenoides presentes nos
extratos.
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APENDICE A - EQUIPAMENTO DE EMISSAO DE LUZ UV-C

Figura 22 - Aparato experimental utilizado para radiacdo UV-C.
_“'

Dados do autor (2016).
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APENDICE B — DADOS EXPERIMENTAIS E ANALITICOS

As figuras 23 e 24 apresentam respectivamente, as curvas
padrdes obtidas para o &cido galico utilizado no calculo da quantificagdo
do teor de fendlicos totais (Item 3.9) e para quantificacdo da atividade
antioxidante (Item 3.10.1)

Figura 23 - Curva padrdo de 4cido gélico utilizada no calculo de compostos
fendlicos.
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Fonte: Dados do autor (2016).

Figura 24 - Curva padréo de Trolox utilizada na determinacéo de atividade
antioxidante pelo método de ABTS.

0,800
0,700 L. y = -0,0003x + 0,6941
e | 2=
£ 0600 - - R2 = 0,9992
S0500 e
£ 0400 - e
o401 e
5 0,300 | ®.
Lo204{ T .
0,100 -
0,000 T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500

Concentragdo (ug/mL)
Fonte: Dados do autor (2016).






131
APENDICE C - DADOS CROMATOGRAFICOS (HPLC)

A figura 25 apresenta a curva padrdo para quantificacdo do
licopeno realizado por cromatografia (Item 4.10).

Figura 25 - Curva padréo do licopeno para quantificagdo do teor de licopeno
nos extratos de tomate.
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Fonte: Dados do autor (2017).

Das figuras 26 a 38 estdo representados os cromatogramas das
diluigdes do padrdo de licopeno e das amostras de extrato de tomate
cereja analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Figura 26 - Cromatograma do padrao de licopeno (pureza > 90%) para dilui¢do
de 1,0 mg/L, com identificagdo do carotenoide trans-licopeno (leitura em 472
nm; TR: 13,1 min.).
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Fonte: Dados do autor (2017).
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Figura 27 - Cromatograma do padréo de licopeno (pureza > 90%) para diluigdo
de 2,5 mg/L, com identificacdo do carotenoide trans-licopeno (leitura em 472
nm; TR: 12,9 min.).
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Fonte: Dados do autor (2017).

Figura 28 - Cromatograma do padrio de licopeno (pureza > 90%) para diluicéo
de 5,0 mg/L, com identificacdo do carotenoide trans-licopeno (leitura em 472
nm; TR: 12,9 min.).
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Fonte: Dados do autor (2017).

Figura 29 - Cromatograma do padrio de licopeno (pureza > 90%) para diluicao
de 10 mg/L, com identificacdo do carotenoide trans-licopeno (leitura em 472
nm; TR: 12,7 min.).
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Figura 30 - Cromatograma do padrio de licopeno (pureza > 90%) para diluigdo
de 25 mg/L, com identificacdo do carotenoide trans-licopeno (leitura em 472
nm; TR: 12,8 min.).
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Fonte: Dados do autor (2017).

Nas figuras 31 a 38 estdo representados 0s cromatogramas
tipicos de HPLC dos demais extratos de tomate cereja, ndo apresentados
no Item 4.10. Os picos (1) sdo referentes a identificacdo do trans-
licopeno, ja os picos (2) representam o provavel isdmero cis-licopeno,
decorrente da isomerizacdo do carotenoide majoritario (1). Os
comprimentos de onda e tempos de retencdo e a quantificacdo de todos
0s picos (1) estdo apresentados na Tabela 21.

Figura 31 - Cromatograma do extrato C 4.2
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Fonte: Dados do autor (2017).
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Figura 32 - Cromatograma do extrato C 8.2
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Figura 33 - Cromatograma do extrato C 12.2
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Fonte: Dados do autor (2017).
Figura 34 - Cromatograma do extrato UV1 4.2
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Figura 35 - Cromatograma do extrato UV1 12.2
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Fonte: Dados do autor (2017).

Figura 36 - Cromatograma do extrato UV2 4.2
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Fonte: Dados do autor (2017).

Figura 37 - Cromatograma do extrato UV2 8.2
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Figura 38 - Cromatograma do extrato UV2 12.2
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