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RESUMO

O tomate (Solanum lypersicum L.) ¢ um fruto pertencente a familia das Solanaceas, podendo
ser consumido cru ou processado. E a segunda hortaliga mais consumida no mundo ¢ o Brasil
figura como o maior produtor e consumidor de tomate industrial da américa latina. Contém
muitos compostos antioxidantes em sua constituicdo, como os carotenoides (80-90% de
licopeno e 7-10% de S-caroteno), flavonoides, fenois, vitamina C e vitamina E. Entretanto, por
ser um fruto com vida-de-prateleira limitada e curto periodo de producao agricola, o consumo
mais frequente se d4 na forma de produtos processados, gerando um subproduto, o bagacgo de
tomate, composto de peles, sementes e tecidos vasculares, que representam cerca de 4% da
massa total do fruto. Com o intuito final de agregar valor a este subproduto oriundo da producao
industrial de tomate, o presente trabalho teve por objetivo verificar a eficacia das técnicas ndo
convencionais de secagem (leito de jorro) e de extracao (Extracdo Assistida com Micro-ondas
e Extracdo com Liquido Pressurizado), para a obtencdo de extratos do bagaco de tomate
industrial ricos em licopeno e capacidade antioxidante. Em todas as técnicas, solventes
ambientalmente seguros (GRAS) foram utilizados. As respostas analisadas foram rendimento,
atividade antioxidante pelos métodos de DPPH, FRAP e branqueamento do sistema f-caroteno,
além da determinacao do teor de licopeno por CLAE. Por meio do planejamento Box-Behnken
e da funcdo desejabilidade foi obtido que as condi¢des que maximizam a obtenc¢do de extratos
com potencial antioxidante por MAE sdo: temperatura de 90 °C; 90 % de etanol ¢ 10 % de
acetato de etila; 3 min de operacdo. Ja para PLE sdo: temperatura de 90 °C; 50 % de etanol +
50 % de acetato de etila e vazdo de 2 mL-min"'. Houve diferenca estatistica entre as diferentes
técnicas de secagem empregadas, as amostras secas em estufa com circulacdo de ar
apresentaram, em média, um maior rendimento de extragdo, entretanto, menores teores de
atividade antioxidante e de licopeno, desta forma, a técnica de secagem em leito de jorro ¢ a
mais recomendada para a secagem do bagaco de tomate, uma vez que houve uma maior
preservacdo dos compostos de interesse. Dentre as técnicas de extracdo utilizadas, os maiores
valores de rendimento foram obtidos no Soxhlet. Nessa técnica, a utilizagao do etanol como
solvente de extracdo resultou em um maior rendimento, e o acetato de etila proporcionou
maiores teores de licopeno e maior atividade antioxidante. Cada técnica de extragdo empregada
resultou em extratos com constitui¢cdes estatisticamente diferentes entre si, sendo os extratos
obtidos por PLE os que apresentaram os maiores teores de atividade antioxidante e os extratos
obtidos por EAM os que apresentaram os maiores teores de licopeno. O extrato obtido por
MAE, previamente seco em leito de jorro foi responsavel por obter o maior teor de licopeno
deste estudo, 59,66 ug licopeno-g’! de extrato, o que representa uma taxa de recuperagio de
licopeno de 66,93%, semelhante aos obtidos por outros autores em outras técnicas de extragao,
em apenas 3 min de extracdo, na compara¢ao com o valor de licopeno de referéncia (89,14 ng
licopeno-g™! de extrato). Dessa forma, o presente estudo contribuiu para demonstrar alternativas
vidveis de secagem e de extragdo de compostos do bagaco de tomate para a obtengdo de
licopeno de forma segura, mais econdmica e mais sustentavel.

Palavras-chave: Leito de Jorro. Otimizacdo. Micro-ondas. Extragdo com Liquido
Pressurizado. Compostos bioativos.



ABSTRACT

The tomato (Solanum lypersicum L.), is a fruit belonging to the Solanaceae family and can be
eaten raw or processed. It is the second most-consumed vegetable in the world and Brazil
figures as the largest producer and consumer of industrial tomatoes in Latin America. It contains
many antioxidant compounds in its constitution, such as carotenoids (80-90% lycopene and 7-
10% p-carotene), flavonoids, phenols, vitamin C, and vitamin E. However, because it is a fruit
with limited shelf life and a short period of agricultural production, the most frequent
consumption is in the form of processed products, generating a by-product, the tomato pomace.
It consists of skins, seeds, and vascular tissues, which represent about 4% of the total weight of
the fruit. In order to add value to this by-product from industrial tomato production, the present
work aimed to verify the effectiveness of non-conventional drying (spouted bed) and extraction
techniques (Microwave-Assisted Extraction and Pressurized Liquid Extraction), to obtain
extracts of tomato pomace rich in lycopene and antioxidant capacity. In all techniques,
environmentally safe solvents (GRAS) were used, ensuring a final product free of toxicity. The
responses analyzed were yield, antioxidant activity by the methods of DPPH, FRAP, and
bleaching of the f-carotene system, in addition to the determination of the lycopene content by
HPLC. Through the Box-Behnken planning and the desirability function, it was obtained that
the conditions that maximize the obtaining of extracts with antioxidant potential by MAE are:
temperature of 90 °C; 90% ethanol and 10% ethyl acetate; 3 min of operation. For PLE they
are: temperature of 90 °C; 50% ethanol - 50% ethyl acetate and flow rate of 2 mL.min"!. There
was a statistical difference between the different drying techniques employed, the samples dried
with air circulation oven shown, on average, a higher extraction yield, however, lower levels of
antioxidant and lycopene activity, thus, the drying technique in spouted bed is the most
recommended for drying tomato pomace, since there was greater preservation of the
compounds of interest. Among the extraction techniques used, it was in Soxhlet that the highest
yield values were obtained. In Soxhlet, the use of ethanol as an extraction solvent resulted in a
higher yield, and ethyl acetate provided higher levels of lycopene and greater antioxidant
activity. Each extraction technique employed resulted in extracts with statistically different
constitutions, with extracts obtained by PLE having the highest levels of antioxidant activity
and extracts obtained by MAE having the highest levels of lycopene. The extract obtained by
MAE, previously dried in spouted bed, was responsible for obtaining the highest lycopene
content in this study, 59.66 ug lycopene.g! extract, which represents a lycopene recovery rate
of 66.93%, similar to those obtained by other authors in other extraction techniques, in just 3
min of extraction, in comparison with the reference lycopene value (89.14 ug lycopene.g™!
extract). In this way, the present study contributed to demonstrate viable alternatives for drying
and extracting tomato pomace compounds to obtain lycopene safely, more economically and
more sustainably.

Keywords: Spouted Bed. Optimization. Microwave. Pressurized Liquid Extraction. Bioactive
compounds.
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1 INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicum L.) ¢ um alimento versatil e saudavel, podendo
ser consumido cru ou processado, entretanto, por ser um fruto com vida-de-prateleira
limitada e curto periodo de produ¢do agricola, o consumo mais frequente se da na forma
de produtos processados. E a segunda hortalica mais consumida no mundo, perdendo
apenas para a batata, e o Brasil figura como o maior produtor e consumidor de tomate
industrial da américa latina, sendo o 8° maior produtor mundial em 2020. O tomate
contém muitos compostos antioxidantes em sua constitui¢do, como carotenoides (80-90%
de licopeno e 7-10% de fS-caroteno), flavonoides, fendis, 4dcido ascorbico (vitamina C) e
tocoferol (vitamina E). Em geral, os compostos antioxidantes s3o associados a prevencao
de diversas doengas, como alguns tipos de cancer, catarata ¢ doengas cardiovasculares.
Assim, esse fruto representa uma importante fonte de compostos bioativos na dieta
humana, podendo ser uma consideravel fonte de antioxidantes naturais para a industria
de alimentos (FERNANDEZ-GARCIA, 2014; KOH; CHAROENPRASERT;
MITCHELL, 2012; NAVIGLIO et al., 2008; WPTC, 2020).

Uma quantidade significativa da producdo ¢ destinada para o processamento de
produtos, como: suco de tomate, concentrados e polpas, molhos prontos, tomates pelados
enlatados, purés, ketchup e sopas. Dentre estes, o principal ¢ a polpa de tomate
concentrada, que resulta da concentracdo do suco de tomate apds a remogdo da pele e
sementes, por meio dos processos de despolpamento e refino (KOH;
CHAROENPRASERT; MITCHELL, 2012). Durante o processamento, ¢ gerado um
subproduto, conhecido como bagago de tomate, composto de peles, sementes e tecidos
vasculares, e representa cerca de 4% da massa total do fruto; € rico em nutrientes e pode
ser usado como uma fonte potencial de carotenoides, fibras, lipidios e proteinas (DEL
VALLE, CAMARA; TORIJA, 2006).

A producdo do bagago de tomate industrial aumenta a cada ano, sendo uma matriz
altamente perecivel em seu estado fresco pelo seu alto conteudo de umidade (cerca de 95
%). Esse bagaco contém cerca de 70 a 90% de licopeno, sendo 5 vezes superior quando
comparado a polpa de tomate. Além disso, estudos vém mostrando que o licopeno obtido
de produtos industrializados a base de tomate, como suco de tomate, polpa, molho, puré
e ketchup, os quais sdo submetidos a tratamentos mecanicos e térmicos, estd mais

biodisponivel que o encontrado em tomates frescos (AL-MUHTASEB et al., 2010;
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AMIRI-RIGI, ABBASI; SCANLON, 2016; DEWANTO et al., 2002; NOBRE et al.,
2009).

Nas ultimas décadas, a substituicdo de antioxidantes sintéticos por naturais vem
crescendo na industria de alimentos, uma vez que alguns antioxidantes sintéticos ja
possuem utilizacao restrita em alguns paises e os consumidores estdo cada vez mais
conscientes dos possiveis efeitos adversos ao organismo humano dos aditivos sintéticos
usados na conservagdo dos alimentos. Os antioxidantes naturais, como o licopeno,
permitem que a industria substitua completamente os sintéticos, desenvolvendo produtos
com ingredientes totalmente naturais e seguros, ou podem ser utilizados em conjunto com
os sintéticos, reduzindo a concentracdo dos sintéticos para um limite permitido (AKOH;
MIN, 2008; RAMALHO; JORGE, 2006; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015)

Os subprodutos gerados do processamento industrial de tomate sdo destinados a
alimentacao animal ou descartados no meio ambiente, entretanto, com o crescimento da
produgdo nas ultimas décadas, ¢ comum ocorrer acuimulo nas industrias e assim, um
maior descarte desse subproduto. Dessa forma, visando uma diminui¢do das perdas
econdmicas e dos impactos ambientais, diversos estudos tém sido realizados para agregar
valor a este tipo de subproduto. Como o bagaco € constituido principalmente por licopeno
e este estd mais biodisponivel, o subproduto gerado do processamento industrial de
tomate poderia ser considerado uma fonte viavel e de baixo custo para a obtencdo de
licopeno, um constituinte de grande interesse para a industria farmacéutica, quimica e de
alimentos (NAVIGLIO et al., 2008).

Assim, visando o aproveitamento do bagago de tomate, que € altamente perecivel
em seu estado fresco, a secagem da matéria-prima ¢ uma etapa fundamental do
processamento industrial, pois propicia condi¢des favordveis para o seu armazenamento
(evitando o ataque de micro-organismos), facilita o manuseio e reduz os custos de
transporte. Existem diversos tipos de secadores disponiveis no mercado para atender a
diferentes necessidades de processo, entretanto, normalmente o fator de escolha do
secador estd mais relacionado com os custos de processo (JANGAM; MUJUMDAR,
2010). Nesse contexto, o secador do tipo leito de jorro ¢ apropriado para a secagem de
particulas “grosseiras” e de tamanho ndo uniforme, como o residuo da prensagem do
tomate (bagaco de tomate); € uma técnica de baixo custo, que promove a movimentagao
das particulas de forma regular e ciclica, sendo capaz de atingir elevadas taxas de

transferéncia de calor e de massa, o que torna possivel a operagdo com temperaturas mais
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elevadas e em menor tempo, possibilitando a secagem de materiais termicamente
sensiveis (BEZERRA et al., 2012; MUJUMDAR, 2006).

A extra¢do de compostos bioativos de suas matrizes pode ser influenciada por
diversos fatores, como: solvente, temperatura, teor de umidade, tempo, agitagdo, razao
solido/liquido e pelas caracteristicas intrinsecas da propria amostra (TSAO; DENG,
2004). Nesse sentido, diversas técnicas podem ser utilizadas para a extracdo de compostos
bioativos, sendo divididas em dois grupos: técnicas convencionais € ndo convencionais.
As técnicas convencionais apresentam baixo custo, entretanto, demandam longo tempo
de operacdo e empregam solventes organicos prejudiciais a satide e ao meio ambiente. Os
métodos ndo convencionais apresentam-se como uma alternativa menos agressiva a satde
e ao meio ambiente, utilizam menor quantidade de solvente, diminuem a degradacao da
amostra e melhoram a eficiéncia e a seletividade da extragdo (DANLAMI et al., 2014).
Além disso, para que o extrato possa ser utilizado em produtos alimenticios ou
farmacéuticos, deve-se escolher solventes que ndo apresentem toxicidade e que sejam
permitidos em alimentos, como o etanol e o acetato de etila, solventes mundialmente
reconhecidos como “verdes” ou GRAS (do inglés, Generally recognized as safe)
(CANADAS et al., 2020; FDA, 2020).

Sao escassas as informagdes na literatura cientifica sobre a secagem e extragao de
compostos bioativos do bagaco de tomate, portanto, o presente trabalho busca valorizar
o bagaco de tomate obtendo extratos com potencial antioxidante, por meio de diferentes

métodos de extracdo, baseados no conceito da tecnologia verde (“green technology™).
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Verificar a eficacia das técnicas ndo convencionais de secagem (leito de jorro) e

de extracao (Extracdo Assistida com Micro-ondas e Extragdo com Liquido Pressurizado),

para a obten¢do extratos de bagaco de tomate industrial ricos em licopeno e capacidade

antioxidante.

1.1.2 Objetivos especificos

1.

ii.

1il.

1v.

V1.

Vil.

Avaliar a influéncia da secagem do bagaco de tomate industrial por diferentes
técnicas (estufa com circulagdo forgcada de ar e leito de jorro);

Obter extratos do bagago de tomate industrial por Soxhlet (método convencional),
para comparagao aos métodos nao-convencionais;

Obter extratos do bagago de tomate industrial por Extracdo Assistida com Micro-
ondas (MAE);

Obter extratos do bagago de tomate industrial por Extragdo com Liquido
Pressurizado (PLE);

Avaliar os extratos obtidos em termos de rendimento global e atividade
antioxidante in vitro;

Identificar as condigdes Otimas para cada técnica de extragdo por meio do
planejamento Box-Behnken e da fung¢ao desejabilidade;

Determinar o teor de licopeno dos extratos obtidos nas condi¢des 6timas por meio

de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 TOMATE

O tomateiro ¢ uma planta herbacea pertencente a familia das Solanaceas,
dicotiledonea da ordem Tubiflorae, género Solanum. Do tomateiro, ¢ obtido um fruto
chamado de tomate (Solanum Ilycopersicum L.), sendo uma das principais hortali¢as
cultivadas em paises mediterraneos, podendo ser consumido cru ou processado (KOH;
CHAROENPRASERT; MITCHELL, 2012). Acredita-se que o tomateiro tenha sua
origem no continente americano, mais especificamente nas regides montanhosas dos
Andes. Da América, o tomate teria sido levado a Europa, a Espanha, em meados do século
XVI e entdo para a Italia em 1554, onde uma variedade amarela conhecida como pomo
d’oro deu origem ao conhecido molho pomodoro. Na Franga, foi usado como planta
ornamental por muito tempo, chamado “pomme d’amour” (mac¢d do amor)
(ALVARENGA, 2013).

A estrutura do tomate, descrita na Figura 1, é composta pelo epicarpo (pele)
mesocarpo, endocarpo, feixe fibrovascular, septo, loculo, sementes e tecido placentario

(membrana gelatinosa que envolve as sementes) (MINTZ-ORON et al., 2008).

Figura 1 - Constitui¢cao do tomate.

Feixe
fibrovascular Septo Feixe

Endocarpo fibrovascular

Loculo

Tecido
Epicarpo Sementes placentario

Fonte: Ferrari (2008).

A temperatura e a umidade relativa s3o os dois fatores ambientais mais
importantes para o cultivo do tomate. O tomate ¢ uma cultura de estagao quente, que

requer temperaturas diurnas de 25 a 30 °C e temperaturas noturnas de 16 a 20 °C para
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obter um 6timo desenvolvimento. Além disso, requer umidades entre 60 ¢ 80%; fora desta
faixa pode ocorrer o desenvolvimento de doencas na planta e o aparecimento de
rachaduras nos frutos (CLEMENTE; BOITEUX, 2012). De acordo com as condic¢des
ambientais, a produ¢do de tomate no Brasil para o processamento industrial teve inicio
em Pernambuco, no final do século XVIII, e hoje estd concentrada nos estados de Goias
(86%) e Sao Paulo (12,7%) (ALVARENGA, 2013).

A cadeia produtiva do tomate pode ser dividida em tomates destinados ao
consumo in natura ¢ o destinado ao abastecimento industrial, em que cada uma passa por
processos distintos, desde as variedades utilizadas até¢ a forma de cultivo. Desde 1980,
houve um grande aumento na demanda de tomate para uso industrial, isto se deu pelo
aumento do consumo de alimentos de conveniéncia (por exemplo, pizzas ¢ molhos
prontos) que utilizam pasta de tomate como matéria-prima. Visando atender essa
demanda, a industria de alimentos, em parceria com produtores rurais ¢ institutos de
pesquisa, desenvolveu variedades de mudas proprias para o processamento industrial
(frutos com maior uniformidade de maturagdo, firmeza, cor, viscosidade e outros
parametros mais adequados a este mercado), além disso, o cultivo em larga escala e a
utilizagdo do transplante de mudas gerou forte aumento da produtividade média de
tomates para  processamento (CLEMENTE; BOITEUX, 2012; KOH;
CHAROENPRASERT; MITCHELL, 2012). Segundo a WPTC (do inglés, World
Processing Tomato Concil), a produgdo mundial de tomate industrial estimada para 2020
foi de 39,4 milhdes de toneladas, sendo o Brasil o 8° maior produtor e o principal da

América Latina, entretanto, representando apenas 3% da produg¢do mundial (Tabela 1).
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Tabela 1 — Produ¢ao mundial de tomate industrial (estimada em 2020)

Colocagdo Pais Produgdo (em milhdes de toneladas)
1° Estados Unidos 10.886
2° China 5.300
3° Italia 5.000
4° Espanha 3.100
5° Turquia 2.200
6° Ira 1.650
7° Portugal 1.400
8° Brasil 1.200
9° Tunisia 1.000
10° Argélia 1.000

Fonte: WPTC (2020).

O tomate ¢ um fruto macio que possui uma cuticula quase impermeavel a gases e
a agua, sendo um fruto sensivel que requer cuidados em relagdo ao empilhamento, quedas
e outros impactos, para a manuten¢do de sua qualidade (FERNANDES; CARDOSO;
MARTINELLI, 2010). Por ser um fruto com vida-de-prateleira limitada (alto teor de
umidade) e periodo de produgdo agricola curto, o consumo mais frequente se d4 na forma
de produtos processados, que incluem extratos de tomate, suco de tomate, molhos
prontos, tomate pelado enlatado, ketchup, dentre outros (CHANFORAN et al., 2012).
Logo, o tomate ¢ transformado em polpa de tomate concentrada, como descrito na Figura
2, a qual ¢é reconstituida ao longo do ano, principalmente durante a entressafra, para a
fabricacdo dos produtos a base de tomate. A polpa de tomate concentrada ¢ resultado da
concentracao do suco de tomate apds a remogao da pele e sementes (por meio de peneiras
metalicas rotativas), sendo produzida a partir de processos como: tratamento térmico
(visa a inativacdo enzimatica), refino, evaporagdo, esterilizacdo, resfriamento e

armazenamento (KOH; CHAROENPRASERT; MITCHELL, 2012).
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Figura 2 — Fluxograma geral do processamento da polpa concentrada de tomate ¢ da
geracdo do bagacgo de tomate.

| Recepcao I
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Classificagao por Cores

Tratamento Térmico

Trituracao I

(Hot/Cold break)

Refino (Pele e Sementes)
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Evaporador |

Evaporador 11

Resfriamento

Embalagem Asséptica

| Despolpamento e I% Bagaco de Tomate

Esterilizacao I

| Armazenamento

Fonte: Adaptado de Koh; Charoenprasert; Mitchell, (2012).
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2.1.1 Producio da polpa de tomate concentrada

Segundo a ANVISA (BRASIL, 2005), o produto deve conter um teor minimo de
6% de solidos soluveis naturais de tomate, podendo ser adicionado sal e ou agtcar. Depois
de classificados, lavados e selecionados, os tomates sdo triturados para possibilitar
extracao do suco. Em seguida, passam por um tratamento térmico para inativar as enzimas
pectinoliticas, poligalacturonase e pectina metilesterase; esse tratamento térmico pode ser
realizado por “hot break”, ou seja, utilizando uma temperatura de cerca de 95 °C,
inativando as trés enzimas e gerando um produto com alta viscosidade, porém, com
perdas de cor e aromas. Outro tratamento pode ser realizado por “cold break”, o qual
utiliza temperaturas de aproximadamente 65 °C e geram um produto com cor e aromas
preservados, entretanto, menos viscoso, devido a agcdo das enzimas pectinoliticas. Os
tomates sao entao pressionados por peneiras de varios tamanhos, separando a pele e
sementes do suco de tomate (etapa de despolpamento e refino); sendo uma etapa critica
para a degradagdo da vitamina C, uma vez que ha uma extensa area de exposi¢ao aos ions
metalicos presentes nas peneiras e ao oxigénio do ar. O material resultante ¢ evaporado
usando evaporadores de multiplos estdgios que variam em perfis de tempo-temperatura
dependendo da viscosidade necessaria para o produto acabado. A pasta de tomate pode
ser produzida para apresentar entre 21% e 37% de sélidos soluveis, dependendo das
necessidades de fabricagdo. ApoOs a evaporacao, a pasta ¢ esterilizada (100 °C por 3 a 5
min), resfriada rapidamente e embalada em recipientes assépticos (KOH;
CHAROENPRASERT; MITCHELL, 2012).

O tomate apresenta um elevado teor de dgua (95,1%), sendo um vegetal de baixa
densidade energética e altamente perecivel, mas possui quantidades considerdveis de
carboidratos, proteinas, lipideos e minerais (JORGE et al., 2014). Os derivados industriais
do tomate apresentam diferentes composicdes, resultantes de variagdes do teor de agua,
adicao de ingredientes e técnicas de processamento. Embora os derivados constituam uma
fonte de elevada biodisponibilidade de licopeno, os produtos industrializados apresentam
elevadas concentragdes de sodio (NaCl), com um teor médio de 907 mg-100 g em
ketchups, o que exige moderacdo em seu consumo (MORITZ; TRAMONTE, 2006). Na
Tabela 2 ¢ possivel observar a composi¢do do tomate e seus principais derivados de

acordo com os dados da TACO (NEPA/UNICAMP, 2011).
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Tabela 2 — Composi¢do do tomate e seus principais derivados em base imida (g-100 g™).

Composigao Tomate in natura  Extrato  Molho industrializado  Puré
Energia (kcal) 15,00 61,00 38,00 28,00
Teor de agua (g) 95,10 79,70 88,10 90,80
Proteinas (g) 1,10 2,40 1,40 1,40
Lipidios (g) 0,20 0,20 0,90 -
Carboidratos (g) 3,10 15,00 7,70 6,90
Fibra alimentar (g) 1,20 2,80 3,10 1,00
Cinzas (g) 0,50 2,80 1,90 1,00

Fonte: TACO (NEPA/UNICAMP, 2011).

2.1.2 Bagaco de tomate

Na América Latina, o Brasil ¢ o maior produtor de tomate para processamentos
industriais e também o maior consumidor de seus derivados, resultando na geracdo de
uma grande quantidade de residuo agroindustrial de tomate (RIT), chamado de bagago de
tomate. O bagaco de tomate ¢ formado por peles, sementes e tecidos vasculares que foram
separados na etapa de produgdo do suco de tomate, representando cerca de 4% da massa
total do fruto; ¢ rico em nutrientes e pode ser usado como uma fonte potencial de
carotenoides, fibras, lipidios e proteinas (DEL VALLE, CAMARA; TORIJA, 2006).

A produgdo do bagaco de tomate industrial aumenta a cada ano. Estima-se que a
Italia, que ¢ um dos maiores produtores mundiais, produz cerca de 200.000 ton de bagago
de tomate por ano (ZUORRO; FIDALEO; LAVECCHIA, 2011). Sua principal
desvantagem ¢ ser uma matriz altamente perecivel em seu estado fresco, pelo seu alto
conteudo de umidade (cerca de 95%). Quando exposto ao ar, degrada em cerca de 2 dias,
emitindo um odor muito desagradavel e fornece local de procriagdo para uma grande
variedade de pragas, que sdo hospedeiros de muitos organismos causadores de doengas
(AL-MUHTASEB et al., 2010).

O bagaco de tomate ¢ destinado principalmente a alimentacdo animal ou
descartado no ambiente. Entretanto, com o crescimento da producdo industrial de
produtos a base de tomate nas Ultimas décadas, aliado com o alto custo dos processos de
secagem (para aumentar o tempo de vida til do produto) para uma atividade com baixo
retorno econdmico (racao animal, por exemplo), ¢ comum ocorrer acimulo de bagaco
nas industrias e assim, um maior descarte desse subproduto. O descarte desse material
gera problemas econdmicos, ambientais e de imagem para as industrias, uma vez que os
consumidores estdo cada vez mais atentos aos residuos gerados por processos industriais.

Nesse sentido, estudos tém sido realizados visando a utilizagao de subprodutos de origem
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vegetal para a sua inclusdo na dieta humana, o que poderia reduzir os custos industriais
com o descarte e justificar novos investimentos em equipamentos (LARIO et al., 2004;
NAVIGLIO et al., 2008).

Durante o tratamento térmico, o rompimento das membranas e paredes celulares
libera o licopeno da por¢ao insoluvel do tomate, solubilizando-o e tornando-o mais
biodisponivel e acessivel para extracdo. Dessa forma, o bagago de tomate contém cerca
de 70-90% de licopeno, sendo cinco vezes superior quando comparado a polpa de tomate
(AMIRI-RIGI, ABBASI; SCANLON, 2016; DEWANTO et al., 2002; KOH;
CHAROENPRASERT; MITCHELL, 2012; NOBRE et al., 2009). Na Tabela 3, é
possivel comparar o teor de componentes durante cada etapa do processo produtivo da

polpa concentrada de tomate.

Tabela 3 — Composi¢cdo de umidade, °Brix, teor de acido ascoérbico, quercetina, (-
caroteno e licopeno em amostras do processo produtivo de polpa de tomate concentrada

em base umida.

Acido

Amostra Umidade °Brix oy Quercetina  B-caroteno Licopeno
ascorbico

Tomate 94,50 490 21738 2.16 0,28 5,68
Fresco
Polpa 94,20 5,00 8,33 0,56 0,20 5,87
Suco 95,00 4,80 8,81 2,26 0,18 4,79
Evaporador | 93,30 6,80 12,57 2,02 0,17 4,61
Evaporador II 73,20 25,80 59,00 6,25 0,69 22,23
Polpa 73,10 27,50 66,32 9,90 1,00 26,61
Concentrada
Bagaco de 67,10 5,90 527 12,08 1,30 27,67
Tomate

Onde: Umidade em %; Acido ascorbico em mg de acido ascorbico-100 g'; Quercetina

em mg-100 g'!; B-caroteno e Licopeno em mg-100 g™
Fonte: Koh; Charoenprasert; Mitchell, (2012).

Os produtos de tomate estdo presentes nas mesas de familias de diversas classes
sociais, em todas as regides do planeta, uma vez que mudangas no estilo de vida geram
uma busca por alimentos mais rapidos ou prontos, como o caso dos alimentos de
conveniéncia. O Brasil possui um elevado potencial de se tornar um exportador de polpa
de tomate para diversos paises consumidores, uma vez que apresenta grandes areas
agricolas e condic¢des climaticas favoraveis. Este cendrio motiva a busca por melhores

processos agricolas, mas também traz a necessidade de buscar melhorias de processo,
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principalmente o aproveitamento de subprodutos. Com o aumento dos custos para o
descarte em aterros sanitarios, além da maior preocupacdo dos consumidores quanto ao
descarte de residuos agroindustriais, faz-se necessario a utilizagdo deste subproduto.
Nesse sentido, a secagem do bagaco de tomate para prolongar o seu tempo util e evitar o
seu descarte ¢ essencial. Entretanto, por ser um processo que gera gasto energético
significativo, a sua utilizagdo poderia ser empregada para processos que gerem um maior
retorno econdmico do que a utilizagdo para alimentagdo animal. Considerando que o
bagaco de tomate ¢ uma fonte de baixo custo que contém cerca de 70-90% de licopeno e
este estd mais biodisponivel, diferentes técnicas de extracdo de compostos bioativos
podem ser empregadas, uma vez que estes compostos sdo de grande interesse da industria
farmacéutica e de alimentos, além de possuirem um alto valor agregado (AL-
MUHTASEB et al., 2010; AMIRI-RIGI, ABBASI; SCANLON, 2016; CLEMENTE;
BOITEUX, 2012; KOH; CHAROENPRASERT; MITCHELL, 2012; NAVIGLIO et al.,
2008:;).

2.1.3 Licopeno

Os compostos bioativos sdo substancias que ndo sao essenciais para a saude, mas
que podem melhora-la quando estdo presentes no nosso organismo. Os principais
compostos bioativos presentes no tomate sao os carotenoides, flavonoides, fenois, acido
ascorbico (vitamina C) e o tocoferol (vitamina E) (FERNANDEZ-GARCIA, 2014).
Dentre estes componentes, o licopeno e o B-caroteno tém a a¢do antioxidante mais
importante (SARKAR; KAUL, 2014).

Os carotenoides s3o compostos que apresentam apenas carbono e hidrogénio em
sua estrutura, sendo responsaveis pelas cores de muitos alimentos, variando do amarelo
at¢ o vermelho. O licopeno (Ca4oHss) pertence ao subgrupo dos carotenoides ndo
oxigenados e ¢ caracterizado por uma estrutura aciclica e simétrica, contendo onze
ligacdes duplas conjugadas e duas ligagcdes duplas nao conjugadas (Figura 3). Como todos
os carotenoides, o licopeno ¢ apolar, fotossensivel e muito susceptivel a oxidagdo e
isomerizacdo (AGARWAL; RAO, 2002).

Segundo Di Mascio, Kaiser e Sies (1989), o licopeno ndo possui a atividade pro-
vitamina A, entretanto, a auséncia do anel f-ionona, promove a ele maior capacidade de

sequestro de radicais livres quando comparado a outros carotenoides como a astaxantina,
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a cantaxantina, o alfatocoferol e o B-caroteno, sendo duas vezes melhor que o -caroteno
e dez vezes melhor que o alfatocoferol.

O tomate ¢ a principal fonte de licopeno na dieta humana; sua composicdo em
carotenoides ¢ de cerca de 80-90% de licopeno e 7-10% de B-caroteno. Além disso,
residuos do processamento de tomate também apresentam altos teores de carotenoides,
compostos fenodlicos e elevada capacidade antioxidante. Os polifenodis presentes no
tomate sdo principalmente acidos fenolicos, como o 4cido galico e flavonoides, como a

rutina e a naringenina (FRUSCIANTE et al., 2007).

Figura 3 — Estrutura quimica dos principais carotenoides.
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Fonte: Ambrosio; Campos; Faro, (2006).

A propriedade antioxidante e anticancerigena do licopeno ¢ associada a prevengao
de diversas doencas, como alguns tipos de cancer (mama, prostata, pancreas e estdmago)
catarata e doencas cardiovasculares, fazendo com que a demanda por esta molécula, e
para os carotenoides em geral, cres¢a rapidamente (ARAB; STECK, 2000; CUEVAS-
RAMOS et al., 2013; DI MASCIO; KAISER; SIES, 1989; FRANCESCHI et al., (1994);
LIVNY et al., 2002; NAVIGLIO et al., 2008; OMONI; ALUKO, 2005).

Em produtos industrializados de tomate e em seu residuo (bagago de tomate), ¢
comum o aumento da concentracdo e da biodisponibilidade do licopeno, sendo
ocasionado pelo rompimento das membranas e paredes celulares durante o tratamento
térmico e secagem do bagago, tornando a extragdo para quantificagdo mais eficiente do

que a extracao do licopeno da polpa do fruto in natura (DEHGHAN-SHOAR et al., 2011;
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SIRIAMORNPUN; KAISOON; MEESO, 2012). Outra importante reagdo envolvendo o
licopeno do tomate ¢ a isomerizagdo; originalmente, o licopeno esta na forma trans e
quando ocorre a isomerizagao, passam para a forma cis (pode ocorrer devido ao calor, luz
e alguns acidos organicos). A forma cis do licopeno apresenta uma coloracao vermelha
menos intensa, porém ¢ mais facilmente absorvida pelo organismo que a forma trans
(LAVELLI; TORRESANI, 2011; SIRIAMORNPUN; KAISOON; MEESO, 2012). As

estruturas dos isdmeros do licopeno podem ser observadas na Figura 4.

Figura 4 — Estrutura dos isémeros do licopeno.

all trans

9-cis ) 1

5.cis i

Fonte: Agarwal; Rao, (2000).

O licopeno de matérias-primas vegetais ¢ normalmente extraido usando solventes
organicos como hexano, acetona, cloroférmio, éter de petrdleo, tetra-hidrofurano, acetato
de etila e etanol. Entretanto, a utilizagdo de solventes organicos pode inviabilizar a
incorporacdo do licopeno em produtos alimenticios ou farmacéuticos, uma vez que

podem ser toxicos e que a etapa de evaporacdo ndo elimina totalmente o solvente da
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matriz, apresentando assim, apenas finalidade analitica (NAVIGLIO et al., 2008). Nesse
contexto, estudos vém demonstrando que o licopeno pode ser extraido usando métodos
alternativos de extragdo, que sdo métodos capazes de proporcionar uma extracao
adequada para o uso posterior do licopeno pela industria de alimentos e farmacéutica,
como as extracdes com fluido supercritico, por agdo enzimatica, por acdo de micro-
organismos, por meio de microemulsdo assistida por ultrassom e extracdo assistida por
micro-ondas (AMIRI-RIGI, ABBASI; SCANLON, 2016; LIANFU; ZELONG, 2008;
LOPEZ-NIETO et al., 2004; MACHMUDAH et al., 2012; SILVA et al., 2019; ZUORRO
etal., 2013).

2.1.4 Determinacio do teor de licopeno

Em geral, os carotenoides sdo compostos de estrutura complexa e quimicamente
muito semelhantes entre si. Além disso, sao muito suscetiveis a reacoes de oxidagao e de
isomerizagdo, tornando extremamente dificil a andlise destas substancias (DIAS;
CAMOES; OLIVEIRA, 2008). Dessa forma, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE ou do inglés, High-Performance Liquid Chromatography - HPLC) ¢ a técnica
mais utilizada para a identificag¢ao e quantificacao de carotenoides (ARATHI et al., 2015).

A técnica de CLAE consiste em um bombeamento de uma fase mével liquida (de
elevado grau de pureza) por uma coluna cromatografica (fase estacionara) de forma
continua, sendo inserida a amostra no fluxo de fase mével por meio de um injetor. Em
seguida, ocorre a separacdo dos componentes da amostra (devido as diferentes interagdes
entre a fase movel e a fase estaciondria), e estes sdo quantificados por meio de um sistema
de detecgdo, por fim, um sistema recolhe os dados e constr61 um cromatograma. A
identificagdo e quantificacdo dos componentes ¢ realizada por meio da comparagdo do
cromatograma construido, com o de uma solucdo padrdo conhecida (NOLLET;
TOLDRA, 2012). Um esquema com os componentes do sistema de CLAE pode ser
observado na Figura 5.

A técnica de CLAE pode ser realizada em fase normal (fase mével apolar e a fase
estacionaria polar) ou em fase reversa (fase movel polar e fase estaciondria apolar). Para
a separacao de carotenoides, ¢ mais recomendada a fase reversa, pois ha um aumento das
interacdes entre o analito de interesse e a fase estacionaria, aumentando a resolugdo do
sistema. Para o sistema em fase reversa, a fase estacionaria pode ser uma coluna Cis ou

Cs0, sendo a Cig a mais recomendada para carotenoides (com exce¢do da luteina e da



29

zeaxantina), uma vez que requer menor tempo de operagao e ¢ capaz de obter rendimentos
superiores aos obtidos com as colunas C3p (GUPTA; SREELAKSHMI; SHARMA,
2015).

Figura 5 — Componentes do sistema de CLAE.

Reservatorio de Siztema de Recolhimento

Fase Movel Sistema de
Bombenmente Sistema de Deteccio de Dados

Coluna Cromategrafica

Fonte: Adaptado de Nollet; Toldra, 2012.

As fases moveis mais utilizadas na analise de carotenoides sdo o metanol e a
acetonitrila; o metanol apresenta maior solubilidade com os carotenoides, tem menor
toxicidade, menor custo e ¢ mais disponivel, entretanto, a acetonitrila apresenta menor
viscosidade e permite um menor ruido na detecg¢@o. Visando aumentar a solubilidade dos
carotenoides e a resolucdo do sistema, ¢ possivel adicionar pequenas quantidades de
modificadores de solventes (modificando a polaridade da fase modvel), como agua,
hexano, acetona, cloroféormio, acetato de etila, diclorometano, tetra-hidrofurano e o éter

metil terc-butilico (MTBE) (AMORIM-CARRILHO et al., 2014).

2.2 ANTIOXIDANTES

Segundo Halliwell e Gutteridge (2007), os antioxidantes sdo substincias oriundas
do metabolismo secundario das plantas que ndo possuem fun¢des no crescimento das
mesmas, mas que auxiliam em sua relagdo com o ecossistema, sendo capazes de retardar
ou inibir significativamente a oxidagao de outros compostos, por meio da reacdo com os

radicais livres.
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Os radicais livres sao atomos ou moléculas que apresentam um ou mais elétrons
ndo emparelhados em seu orbital atdbmico, sendo capazes de atrair outras moléculas e
classificados como moléculas quimicamente muito reativas (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007). A grande concentracdo de radicais livres nas células humanas
esta associada a doencas como cancer, catarata, doencgas cardiovasculares e aterosclerose
(BIANCHI; ANTUNES, 1999). Nesse sentido, os antioxidantes sdo uma forte defesa
tanto na saude humana quanto nos alimentos, devido a sua habilidade de doar elétrons ou
atomos de hidrogénio, inibindo ou retardando a oxidagdo de outras moléculas, podendo
prolongar a vida Util de uma grande variedade de alimentos; porém, ndo podem eliminar
produtos da oxidagdo que ja tiverem sido produzidos (BALASUNDRAM; SUNDRAM;
SAMMAN, 2006).

Desde a antiguidade, o uso de antioxidantes em alimentos ¢ empregado, quando
povos do sul e sudeste asiatico adicionavam especiarias aos alimentos e observavam um
aumento da vida util e diminuicdo na ocorréncia de deterioragdo. Com as grandes
navegacdes ¢ o comércio das especiarias, essa pratica espalhou-se pela Europa e
atualmente, o uso de especiarias com propriedades antioxidantes tornou-se comum na
industria de alimentos, assim como o desenvolvimento e uso de antioxidantes sintéticos
(SHAHIDI, 2015).

A oxidagdo lipidica € uma das principais razdes de deterioracdo de produtos
alimenticios durante o processamento e a estocagem, produzindo odores e sabores
desagradaveis, diminuindo o tempo de prateleira do produto e resultando em alteracdes
de coloracdo e textura, além de diminuir o valor nutricional do produto (ALAMED et al.,
2009). Uma forma de aumentar o prazo de validade, especialmente de produtos que
contenham lipidios, ¢ a adicdo de antioxidantes, os quais devem apresentar baixo custo,
ser atoxicos, eficazes em baixas concentragdes e nao devendo alterar o flavor, a cor e a
textura da matriz do alimento (SCHULER, 1990).

Os antioxidantes podem ser de origem sintética ou natural e, para serem utilizados
em alimentos, devem ser seguros para a saude. Em geral, antioxidantes sintéticos sao
compostos com estrutura fendlica com diferentes graus de substituicdo do radical alquila,
sdo mais baratos, de facil obtencdo e de qualidade homogénea. Entretanto, apesar de
terem sido considerados seguros no passado, alguns antioxidantes sintéticos ja possuem
utilizacdo restrita em alguns paises, devido ao seu potencial cancerigeno. Os

antioxidantes naturais podem ser compostos fendlicos (tocoferdis, flavondides e acidos
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fendlicos), compostos nitrogenados (alcaldides, derivados de clorofila, aminoacidos e
aminas) ou carotenoides, assim como o acido ascorbico (vitamina C) e a vitamina E. A
partir do inicio dos anos 80, a substituicdo de antioxidantes sintéticos por naturais vem
crescendo na industria de alimentos, uma vez que os apelos ndo mais se restringem apenas
as qualidades sensoriais do alimento, mas também a preven¢dao de doencas em nivel
agudo e cronico (BOROSKI et al., 2015; DEGASPARI; WASZCYNSKY]J, 2004;
JAYAPRAKASHA; SINGH; SAKARIAH, 2001).

Dentre os antioxidantes sintéticos, o butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-
tolueno (BHT), galato de propila (PG) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ) sdo usados
como antioxidantes desde o comego do século passado e ainda sdo os mais utilizados na
industria de alimentos (TAKEMOTO; FILHO; GODOY, 2009). O BHA ¢ o BHT sao
relativamente estaveis ao calor e por isso sdo utilizados em alimentos termicamente
processados, ja o PG se decompde a cerca de 148 °C, ndo sendo indicado para alimentos
processados a altas temperaturas (SHAHIDI; ZHONG, 2005). O TBHQ ¢ muito resistente
ao calor, sendo o mais eficiente para 6leos de fritura. De maneira geral, o TBHQ ¢ o mais
eficiente para 6leos vegetais, ¢ em relacdo a gordura animal ¢ semelhante ao BHA e
superior ao BHT e ao PG (RAMALHO; JORGE, 2006). Entretanto, a carcinogenicidade,
formacgao de lesdes no estomago e figado de camundongos e significativa proliferagdo do
reticulo endoplasmatico ja foram relatados na literatura (BOTTERWECK et al., 2000;
HOCMAN, 1981; SIMIAO, 1985; YILDIRIM; MAVI; KARA, 2001).

Nas ultimas décadas a industria de alimentos vem buscando alternativas para
garantir seguranca alimentar e atender as exigéncias dos consumidores preocupados com
a saude e conscientes dos possiveis efeitos dos aditivos sintéticos usados na conservagao
dos alimentos. Neste contexto, os antioxidantes naturais permitem que a industria coloque
a disposicao dos consumidores produtos com ingredientes totalmente naturais, entretanto,
esses compostos podem apresentar algumas desvantagens, como: necessidade de altas
concentragoes, flavor indesejavel, alteracOes de cor e baixa estabilidade. O principal
ganho ¢ relativo a seguranca, que pode ser garantida de maneira menos onerosa do que a
de substancias sintéticas. Assim, o uso de antioxidantes naturais pode ser realizado de
maneira a substituirem os sintéticos ou para serem usados em conjunto, reduzindo a
concentracao necessaria de sintéticos (AKOH; MIN, 2008; RAMALHO; JORGE, 2006;
SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).
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Os antioxidantes naturais estao relacionados a dois grandes grupos: antioxidantes
hidrofilicos, que compreendem acido ascérbico e compostos fendlicos, e antioxidantes
lipofilicos, como tocoferdis e carotenoides (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). Os
tocoferois representam o maior grupo de antioxidantes naturais em uso na industria de
alimentos, uma vez que sao incolores e inodoros, lipossoluveis e atoxicos, porém sao mais
caros e menos efetivos que os sintéticos (RAMALHO; JORGE, 2006).

O conteudo de compostos antioxidantes ¢ influenciado pela estrutura quimica,
método de extragao empregado, tamanho das particulas da amostra, tempo e condi¢des
de armazenamento, presenca de substancias interferentes; como lipidios, terpenos e
clorofilas e o método de analise (BARNES et al., 2009). Devido aos diferentes tipos de
radicais livres e as suas diferentes formas de atua¢do, nenhum método ¢é totalmente
eficiente, simples e universal para a medi¢do da atividade antioxidante. As metodologias
sdo numerosas e baseadas em diversos fundamentos, portanto, ¢ necessario que seja feita
a utilizacao de duas ou mais técnicas, pois uma técnica empregada isoladamente ndo ira
refletir exatamente a “capacidade antioxidante total” de uma amostra (ALVES et al.,
2010; KARADAG; OZCELIK; SANER, 2009; SUCUPIRA et al., 2012).

Dentre os métodos in vitro para a determinacao da atividade antioxidante estao
incluidos o DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil), ABTS' (2,2"- Azino-bis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid), TBARS (do inglés, Thiobarbituric acid reactive
substance), FRAP (do inglés, Ferric reducing antioxidant power), ORAC (Oxygen
radical absorbance capacity), SOD (do inglés, Free radical scavenging by the
superoxyde dismutase) e método do branqueamento do f-caroteno. Cada método mede a
atividade antioxidante espectrofotometricamente em diferentes comprimentos de onda e
todos eles ttm em comum a presenca de um oxidante, um substrato adequado e uma

estratégia de medida do ponto final (DUDONNE et al., 2009).

2.2.1 Método sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

Dentre as metodologias utilizadas, o método do radical DPPH ¢ o de maior
destaque, uma vez que requer apenas um espectrofotometro UV ou espectrometro de
ressonancia paramagnética eletronica, além de ser rapido, preciso e de facil replicacdo,
podendo ser utilizado para identificar antioxidantes de carater hidrofilico (SHAHIDI,
2015). A molécula de DPPH ¢ composta por dois anéis aromaticos de seis membros,

contendo atomos de C e H e um anel picril-hidrazila, formado por um anel aromatico de
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seis membros ligado a trés grupos NO; e uma hidrazina, em que o atomo de N ligado
diretamente ao anel estd com um elétron desemparelhado, caracterizando a molécula de
DPPH como o um radical livre (BOROSKI et al., 2015).

O radical DPPH possui coloragdo violeta/pirpura, com absor¢do maxima na
regido de 517 nm (515 a 528 nm). Durante a reacao de oxirreducao entre o radical DPPH
e uma espécie antioxidante, o elétron desemparelhado do atomo de N se emparelha com
um atomo de H cedido pelo composto antioxidante, o DPPH assume a sua forma reduzida,
a hidrazina, resultando em mudanga da sua coloracdao violeta para amarelo palido. O
antioxidante, por outro lado, perde o atomo de H, mas se estabiliza por ressonancia
(BOROSKI et al., 2015). Essa descoloragdao atua como um indicador da capacidade
antioxidante e pode ser expressa em termos de concentracao efetiva (CEso ou ECso), ou
seja, a quantidade necessaria de antioxidantes na amostra para diminuir a concentragao
inicial do radical DPPH em 50%. (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

A principal limitagdo do método do radical DPPH esta relacionada com o fato de
que alguns compostos absorvem na mesma faixa de comprimento de onda que o DPPH;
como as antocianinas, com absor¢ao na faixa de comprimento de onda de 500 a 550 nm
e os carotenoides. Nesse sentido, diferentes compostos podem interferir na interpretagao
dos resultados, logo, € necessario que seja feita a utilizagdo de outras técnicas em conjunto

com a técnica do DPPH (SHAHIDI, 2015).

2.2.2 Método de reducao do ion férrico (FRAP).

Dentre as metodologias de a¢do de antioxidantes por complexacao com metais, a
que utiliza a reducdo do ion Fe** para o Fe**, conhecida como FRAP (sigla do inglés para
Ferric Reducing Ability Power), ¢ a mais utilizada. Este método ¢ baseado na reducdo de
um complexo férrico incolor (Fe**-tripiridiltriazina) a um complexo ferroso de cor azul
(Fe*"-tripiridiltriazina), com mdxima absor¢io em 593 nm, através da acdo de
antioxidantes doadores de elétron em um meio acidificado. A redug¢ao ¢ monitorada com
auxilio de um espectrofotdmetro UV (DUDONNE et al., 2009). E um método de facil
execucdo, com resultados confidveis e em um curto periodo de tempo, sendo muito
utilizado na andlise da capacidade antioxidante em plantas e alimentos, especialmente,

em conjunto com o método DPPH (MOON; SHIBAMOTO, 2009).
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2.2.3 Método de descoloracio do sistema f3-caroteno

O método de branqueamento do B-caroteno baseia-se na oxidagao (descoloracao)
do B-caroteno, induzida pelos produtos da degradacao oxidativa do 4cido linoleico. Nesse
sistema, o radical livre do 4cido linoleico ¢ formado apds a abstragdo de um 4tomo de
hidrogénio de um de seus grupos de metileno dialilico e este, por sua vez, ataca as
moléculas de B-caroteno altamente insaturadas. Conforme as moléculas de B-caroteno
perdem sua ligagdo dupla (insaturagdo), o sistema perde sua cor laranja caracteristica, o
que pode ser monitorado com auxilio de um espectrofotometro na faixa de 470 nm, no
tempo 0 min e apds 60 min. A presenga de um antioxidante pode retardar ou inibir o
branqueamento, ao neutralizar o radical livre formado no sistema (MATTHAUS, 2002).
Este método ¢ amplamente utilizado para avaliar a atividade antioxidante de extratos
vegetais e sucos de frutas. Entretanto, por utilizar um meio emulsionado, pode ocorrer
interferéncias nas leituras de absorbancia, causando baixa reprodutibilidade dos dados

(ALVES et al., 2010).

2.3 SECAGEM

Dentre as alternativas de como aproveitar o bagaco de tomate, que ¢ altamente
perecivel em seu estado fresco, destaca-se a obtencdo de um pd estavel
microbiologicamente, mediante a operacdo de secagem. Na etapa de secagem, ocorre a
diminuicdo da dgua disponivel para o crescimento microbiano € a inativagdo de enzimas
presentes na matriz, aumentando o tempo de vida util do produto e diminuindo os custos
com transporte (por diminuir o peso e volume), entretanto, pode ocorrer mudangas na
textura, escurecimento, oxidacdo de lipidios, reducdo de vitaminas lipossoluveis, perda
de cor e aromas e diminui¢do no seu teor de compostos bioativos (AL-MUHTASEB et
al. 2010; ANDREO; JORGE, 2006; SINGH; HELDMAN, 2001).

Existem diversos tipos de secadores disponiveis no mercado e cada um atende a
diferentes necessidades de processo, que normalmente estdo intrinsecamente vinculadas
as caracteristicas do produto. Entretanto, normalmente a escolha estd mais relacionada
aos fatores econdmicos, como: custo de instalagdo e manutencdo, custo energético,
facilidade de operacdo e quantidade de material, de modo que muitas vezes a aplicacdo
de técnicas caras ¢ pouco recomendada para residuos industriais, uma vez que possuem
baixo valor econdémico, mesmo que se obtenha um produto de melhor qualidade

(JANGAM; MUJUMDAR, 2010). Nesse sentido, o secador do tipo leito de jorro € uma
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alternativa de baixo custo (tanto de instalagdo quanto energético), para pequena escala,

que ¢ capaz de produzir material em po6 de alta qualidade (BEZERRA et al., 2012).

2.3.1 Secagem em estufa com circulacio forcada de ar

A secagem por ar quente ¢ um processo antigo, porém ainda ¢ empregado para a
secagem e preservacao de alimentos. O método de secagem em estufa por conveccao
natural ou forgada, ¢ um método direto, onde o ar aquecido absorve uma substancia volatil
(comumente, mas nao exclusivamente, agua) presente nos alimentos (RATTI, 2001).
Nesse contexto, o secador de bandeja (ou estufa de secagem), ¢ um método muito simples,
em que o material ¢ colocado em bandejas ou tabuleiros (geralmente o secador permite
de 10 a 20 bandejas), podendo ter fundo inteiri¢o ou telado. O sistema é hermeticamente
fechado e a ventilacdo forgcada suga o ar (passando por um purificador de ar) por meio de
uma tubulacio de conexdo até uma cAmara de aquecimento, onde o ar é aquecido até a
temperatura desejada (com o auxilio de um termopar). A circulacdo for¢ada do ar
aquecido através do produto promove uma maximizagao do arraste da umidade presente
no produto, resultando em uma redugao de tempo nos processos de secagem (FOUST et
al., 1982).

O tempo de secagem pode variar de acordo com a quantidade de agua no alimento,
quantidade de vapor de agua presente no ar, temperatura, composi¢ao da matriz, tamanho
dos cortes e a quantidade de alimento colocada no secador (FOUST et al., 1982). O longo
tempo de secagem e as temperaturas empregadas, quando comparado com outros tipos
de secadores, constituem a maior desvantagem do método, uma vez que implica em um
maior consumo de energia elétrica e degradacdo térmica de compostos termossensiveis,
entre eles, os compostos bioativos (MONTEVALI; MINAEL; KHOSHTAGAZA, 2011).

Na literatura estdo disponiveis diversos estudos visando a secagem do tomate,
uma vez que ¢ um produto altamente perecivel, em sua grande maioria empregando estufa
com circulagdo forcada de ar e algum método alternativo, entre eles pode-se citar o
trabalho desenvolvido por Chang et al. (2006), que comparou as propriedades
antioxidantes do tomate fresco, seco em estufa com circulacdo for¢ada de ar por 8 h
(inicialmente a 80 °C por 2 h e em seguida, 6 h a 60 °C) e o liofilizado. O autor observou
que a amostra seca em estufa apresentou maiores teores de licopeno, fenolicos totais,
flavonoides totais e atividade antioxidante (por DPPH) que as amostras frescas e as

liofilizadas. Entretanto, menores teores de acido ascoérbico, quando comparado com o
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tomate fresco e com o liofilizado. O autor afirma que esse comportamento pode ser
relacionado com a capacidade das altas temperaturas de secagens, serem capazes de
liberar compostos bioativos presentes no interior das células do tomate, assim, a secagem
em estufa proporcionou um alimento com maiores propriedades bioativas que a matriz
fresca.

Doymaz (2007) estudou o comportamento de secagem de duas amostras de tomate
secas em estufa com circulagdo for¢ada de ar, uma amostra era chamada de controle
(sendo apenas o tomate fresco) e a segunda passou por um pré-tratamento alcalino para
avaliar o aumento da taxa de secagem. As amostras foram secas a 50, 60, 65 ¢ 70 °C,
sendo observada uma redugdo de 94,5% para 11% no teor de umidade, com duracgio de
35,5 h e 24 h (na temperatura mais baixa e mais alta, respectivamente) nas amostras
frescas e de 32,5 h e 21 h (na temperatura mais baixa e mais alta, respectivamente) para
as amostras tratadas com a solugdo alcalina. O autor observou que a temperatura de
secagem de 70 °C era a mais recomendada para o processo, uma vez que apresentou o
maior coeficiente de difusividade.

Demiray; Tulek; Yilmaz (2013), ao estudarem a cinética de degradag¢do do
licopeno, [-caroteno e acido ascorbico em tomates secos em estufa com circulagao
forcada de ar, a 60, 70, 80, 90 e 100 °C, observaram uma redu¢@o no tempo de secagem
de 20 para 8 h com o aumento de temperatura (o ponto de parada da secagem era quando
aumidade do material atingisse niveis inferiores a 15%). Os autores relataram que o acido
ascorbico era mais susceptivel a degradacdo do que o fS-caroteno e o licopeno, e
concluiram que o tomate ndo deve ser seco em temperaturas acima de 70 °C, para evitar
degradagdo excessiva de compostos termossensiveis.

Tan et al. (2020) ao estudarem o contetdo de licopeno, polifendis totais e
atividade antioxidante de tomates desidratados por estufa com circulagdo forcada de ar
(70 °C por 12 h) e por liofilizagdo, observaram uma redug¢do no teor de umidade de 94%
da amostra fresca para 11% (estufa) e 10% (liofilizado). Os autores relataram que os
tomates secos em estufa apresentaram maiores teores de licopeno e ndo apresentaram
diferencas significativas para a atividade antioxidante, em relagdo ao tomate liofilizado.
Entretanto, o tomate liofilizado apresentou maiores teores de polifendis totais. Os autores
concluiram que para a obtencdo de tomate seco, com maiores teores de compostos

bioativos, o processo de secagem em estufa ¢ mais recomendado do que a liofilizagao.
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Visando o aproveitamento do bagago do tomate, Nour, lonica e Trandafir (2015)
secaram o bagaco em estufa com circulagdo forcada de ar a 60 °C e observaram uma
reducdo de umidade de 70% para 12% (ponto de parada da secagem), em seguida
adicionaram-no na produg¢ao de paes, como forma de inserir licopeno e outros compostos
bioativos na dieta da populagdo. Nesse contexto, Badaoui et al. (2018) desenvolveram
um método alternativo e natural utilizando apenas a luz solar. Os autores secaram o
bagaco de tomate em uma estufa solar e observaram uma redugao do teor de umidade de
88,5% para 10% em apenas 5 h de secagem, alcancando uma temperatura de
aproximadamente 60 °C. Os autores relatam a necessidade de utilizar fontes renovaveis
de energia na industria de alimentos e desenvolveram uma estufa solar, de modo que a
secagem fosse mais eficiente que uma secagem ao sol comum. Nesse sentido, os autores
atingiram o seu objetivo e contribuiram para a diminuicdo dos impactos ambientais da

industria de alimentos.

2.3.2 Secagem em leito de jorro

Dentre os secadores convectivos empregados em operagdes de secagem, encontra-
se o secador do tipo leito de jorro. Desenvolvido em 1954 por Mathur e Gishler, como
uma alternativa ao secador do tipo leito fluidizado, ganhou destaque, uma vez que servia
aos mesmos propositos do leito fluidizado e solucionava a principal desvantagem do
mesmo: a necessidade de o material ser formado por particulas finas. Neste novo método,
era possivel empregar materiais com particulas grosserias e operar com vazdes de fluido
(ar) em maiores temperaturas, sem danificar o grao. Em 1963 surge a primeira unidade
industrial, implantada no Canadd, para a secagem em leito de jorro de graos de trigo,
ervilha, lentilha e semente de milho. O interesse pela técnica se difundiu pelo mundo e a
utilizagdo evoluiu para outras aplicacdes, como a secagem de pastas e suspensoes,
evaporacao de solugdes, mistura de sélidos, granulacdo e operagdes de revestimento,
tanto na industria de alimentos quanto na farmacéutica (EPSTEIN; GRACE, 2011).

Trata-se de um equipamento que promove grande interacao entre o fluido (ar) e
as particulas solidas que se deseja secar. Na base do leito esta localizado um pequeno
orificio pelo qual o fluido ¢ injetado e quando a vazao do fluido € suficientemente alta,
ocorre a formagdo de um fluxo ascendente de particulas por um canal central
(denominada de regido do jorro). Estas particulas, apds atingirem a superficie do leito

formam a regido de fonte e posteriormente deslocam-se para a periferia do mesmo,
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incorporando-se a regido anular, que compreende o espaco entre o limite da regido central
e a parede do leito. Ao cairem dentro da regido anular, as particulas movem-se lentamente
em sentido contrario ao fluxo do canal até que, chegando a base do leito ocorre o
reencontro destas com o fluxo do fluido, desenvolvendo um movimento continuo das
particulas (EPSTEIN; GRACE, 2011). Para eliminar zonas estagnadas, a parte inferior
do leito ¢ composta por uma base conica divergente e a superior ¢ constituida por uma
coluna cilindrica (MUJUMDAR, 2006). As trés regides distintas do jorro podem ser
observadas na Figura 6.

A secagem de solucdes ou suspensdes (pastas), em leito de jorro ocorre,
necessariamente, na presenca de particulas inertes. Este material pode agir tanto como
um suporte para as pastas, como uma fonte de calor para a secagem. Podem ser de
poliestireno, vidro, 6xido de aluminio, agalite, borracha de silica, permulite, 6xido de
zirconio, polietileno e polipropileno, sendo escolhidas de acordo com a sua resisténcia
térmica (PASSOS et al., 1997).

A secagem de pastas inicia com a alimentagdo do material ao leito, podendo ser
pelo topo, lateral ou base do leito; por nebuliza¢do ou por gotejamento da amostra. Em
seguida observa-se o espalhamento do material sobre a superficie das particulas inertes,
formando uma fina camada de material sobre as mesmas. No decorrer da movimentacao
ciclica das particulas no interior do leito, o material € seco devido a transferéncia de calor
da propria particula (condugdo) e convectivamente a partir do ar quente que entra no leito,
esse funcionamento propicia um maior contato entre o ar e as particulas, proporcionando
maiores taxas de transferéncia de calor e de massa. Por fim, ap6s atingir um certo grau de
umidade residual, determinado pelas propriedades mecanicas da pasta, e devido a
ocorréncia de colisdes entre as particulas, o filme seco formado é removido da superficie
inerte e transportado pelo ar para fora da camara de secagem, sendo posteriormente
coletado por um equipamento de separagao, o ciclone (PASSOS et al., 1997; ROCHA;
DONIDA; MARQUES, 2009; SPITZNER NETO; CUNHA; FREIRE, 2002).

A secagem de pastas ocorre principalmente a taxa constante, portanto, a
evaporagao ¢ a etapa limitante do processo, uma vez que pastas possuem um elevado teor
de umidade (SPITZNER NETO; CUNHA; FREIRE, 2002). O tempo necessario para um
ciclo completo pode depender da temperatura do ar, vazdo de entrada do ar e de

alimentacdo da amostra, massa de particulas inertes e as caracteristicas fisicas da pasta,
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como os parametros de molhabilidade, adesao e friabilidade (PASSOS; MUJUMDAR,
2000).

Figura 6 — Esquema com as diferentes regioes de um leito de jorro.

Fonte
Regido
Anular
Canal De
Jorro
Entrada
De Ar

Fonte: Adaptado de Nascimento (2014).

Como principais vantagens desse método, pode-se citar o movimento ciclico das
particulas, resultando em alta mistura do material; maior contato do ar com o solido,
resultando em alta taxa de transferéncia de calor e de massa; operagdes continuas, semi-
continuas e em batelada; equipamento de baixo custo e facilmente operavel; curto periodo
de residéncia do produto no leito; facil ajuste de temperatura e possibilidade de secagem
de material termicamente sensivel. Como desvantagens, pode-se citar a instabilidade do
jorro, depdsito de pd dentro da coluna, vazao de alimentacao limitada e a dificil ampliagdo
de escala (“scale up”), uma vez que ao ampliar a altura atingida pelo jorro, ocorre o
aparecimento de zonas mortas, prejudicando o movimento ciclico das particulas
(MUJUMDAR, 2006).

Sdo escassas as informagdes na literatura sobre secagem de tomate e de seus
derivados em leito de jorro. Nesse sentido, pode-se citar o trabalho desenvolvido por

Pallai-Varsanyi, Toth e Gyenis (2007) que secaram uma polpa concentrada de tomate em
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leito de jorro, com particulas inertes, a 65 °C. Os autores observaram uma redugao no teor
de umidade de 74,1% da amostra fresca para 5,1% em seu po seco, além disso, relataram
uma redugdo de apenas 8% no teor de acido ascorbico do produto. Segundo os autores,
essa escassez de estudos de secagem de tomate em leito de jorro esta relacionada com a
natureza termoplastica do tomate (semelhante a varias outras frutas que contenham alto
teor de carboidratos e baixo ponto de fusdo, como a maca e a laranja), uma vez que essa
natureza termoplastica torna a operagdo de secagem bastante problematica, pois a matriz
se torna pegajosa e se adere com facilidade ao equipamento, diminuindo o rendimento do

Pprocesso.

2.4 EXTRACAO

A extragdo ¢ uma operacao unitaria de extrema importancia para o estudo dos
antioxidantes naturais, possuindo a finalidade de separar determinadas substancias de
diversas matrizes solidas ou liquidas. Esta etapa pode ser influenciada principalmente
pelo solvente, temperatura, tempo, agitacdo, razao sélido/liquido, pH, pressao, estrutura
molecular da amostra, tamanho das particulas, localizagdo no interior da célula e ligacao
com outros componentes da matriz; entretanto, as caracteristicas intrinsecas de cada
produto asseguram que cada sistema se comporte de maneira particular, o qual ndo pode
ser previsto facilmente (TSAO; DENG, 2004).

Em matrizes vegetais, as técnicas de extracdo podem ser classificadas como
convencionais € ndo convencionais. As técnicas convencionais apresentam baixo custo e
baixa seletividade de extracdo, além disso, demandam longo tempo de operagdo e
empregam calor, agitacdo e solventes organicos prejudiciais a saide e ao meio ambiente,
como o Soxhlet. Os métodos ndo convencionais apresentam-se como uma alternativa
menos agressiva ambientalmente, utilizam menor quantidade de solventes, diminuem a
degradacao da amostra, melhoram a eficiéncia de extracdo e a seletividade; podendo ser
técnicas utilizando liquidos pressurizados, liquidos i0nicos, solventes eutéticos,
ultrassom, enzimas, pulso elétrico € micro-ondas (DANLAMI et al., 2014).

Para a extracdo de compostos hidrossoluveis, como os flavonoides e antocianinas,
os solventes mais utilizados sdo polares e de média polaridade, tais como agua, metanol,
etanol, propanol, acetona e suas misturas aquosas. Ja para os compostos lipossoluveis,
como os carotenoides, sdo usados o hexano, acetona, metanol, etanol, etil acetato, ou

misturas entre os mesmos (XU et al., 2017). Segundo Pandya et al. (2017), o licopeno
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apresenta baixa solubilidade em solventes muito apolares como hexano e éter de petrdleo,
além disso, apresenta maior solubilidade em misturas de etanol e acetato de etila. Nesse
contexto, para que o extrato possa ser utilizado em produtos alimenticios ou
farmacéuticos, deve-se escolher um solvente que ndo apresente toxicidade e que seja
permitido em alimentos, uma vez que a etapa de evaporagao pode nao eliminar totalmente
o solvente da matriz (CANADAS et al., 2020). Segundo o FDA (2020), o etanol e acetato
de etila, utilizados neste trabalho, podem ser classificados como solventes “verdes” ou

GRAS (do inglés, Generally Recognized as Safe), ou seja, sao permitidos em alimentos.

2.4.1 Extracao Soxhlet

A extra¢do Soxhlet foi originalmente desenvolvida por Franz Ritter Von Soxhlet
em 1879 para a determinagdo de gordura em leite. Por cerca de um século foi a técnica
mais utilizada, permanecendo hoje como referéncia para comparagdo com outros
métodos. E uma técnica que ocorre a pressio ambiente, sendo influenciada
principalmente pelo solvente utilizado, tempo de processo e pela umidade da amostra,
uma vez que a umidade pode interferir diretamente no contato do analito com o solvente.
Comparada com outros métodos, ¢ uma técnica que fornece uma maior quantidade de
0leo porém, na maioria dos casos, métodos alternativos fornecem um 6leo de melhor
qualidade, ou seja, com maior capacidade bioativa (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-
CAPOTE, 2010).

O processo ocorre da seguinte maneira: a amostra seca € adicionada a um cartucho
e acoplada ao extrator. O solvente, em quantidade pré-determinada, ¢ inserido no frasco
coletor e por meio do aquecimento promovido pela manta entra em ebulicdo e ascende
em direcdo ao condensador. Ao chegar ao condensador por onde circula um liquido a
baixa temperatura, o vapor de solvente ¢ condensado, e ao gotejar sobre o cartucho, extrai
o composto de interesse. O sifao trabalha como um vaso comunicante, controlando o nivel
de solvente em contato com o cartucho. Quando o nivel de solvente ultrapassa o nivel
maximo do sifao, o solvente (carregado com compostos de interesse) ¢ direcionado para
o frasco coletor e assim o processo se reinicia (DANLAMI et al., 2014). O aparato Soxhlet

pode ser observado na Figura 7.
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Figura 7 — Aparato Soxhlet.
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Fonte: Adaptado de Danlami et al. (2014).

Apresenta como vantagens o baixo custo de aquisi¢ao do aparato e de processo,
facilidade de operagdo, elevado rendimento de extragdo e a supressdao da etapa de
filtracdo, uma vez que a amostra esta dentro de um cartucho e ndo se encontra em contato
direto com o solvente. Em contrapartida, demanda um longo tempo de operacao, utiliza
grande volume de solventes organicos, os quais sdo associados a problemas de satde e
ao meio ambiente, além de empregar altas temperaturas que podem degradar os
compostos bioativos de interesse, uma vez que o material extraido permanece em contato
direto com o solvente em ebuli¢do durante todo o procedimento (LUQUE DE CASTRO;
PRIEGO-CAPOTE, 2010).

Sao escassas as informagdes na literatura sobre a extracao de licopeno do bagago
de tomate por meio da técnica de Soxhlet. Nesse sentido, pode-se citar o trabalho
desenvolvido por Véagi et at. (2007), que ao estudarem a extra¢do de compostos bioativos
do bagago de tomate por Soxhlet e ESC, observaram que a técnica de Soxhlet empregando
etanol como solvente, apresentou um maior rendimento global de extragao que ESC e
Soxhlet empregando hexano como solvente. Entretanto, os maiores teores de recuperagdo

de licopeno foram obtidos por ESC e Soxhlet empregando hexano, respectivamente. Os



43

autores concluem que uma maior quantidade de carotenoides pode ser extraida utilizando
etanol, entretanto, o licopeno pode ser mais facilmente extraido ao utilizar a técnica de

ESC.

2.4.2 Extracio assistida com micro-ondas (MAE)

A extragdo assistida por micro-ondas (MAE), ou do inglés Microwave-Assisted
Extraction (MAE) foi originalmente desenvolvida por Abu-Samra e colaboradores em
1975, inicialmente com o objetivo de desenvolver uma queima umida para a analise de
cinzas (ABU-SAMRA et al., 1975). Essa técnica ¢ baseada na influéncia da radiagdo
sobre a matéria, gerando calor, que diferentemente do aquecimento condutivo, aquece
todo o volume de amostra instantaneamente ¢ sem dissipar calor para o ambiente externo.
As radiagdes eletromagnéticas por micro-ondas sdo radiacdes ndo ionizantes de
frequéncia entre 300 MHz e 300 GHz, sendo comum que aparelhos de micro-ondas
domésticos e de pesquisa operem a 2,5 GHz (ZHANG; YANG; WANG, 2011).

O calor gerado na matriz pelas micro-ondas ocorre por meio dos fendmenos de
conducdo i6nica e de rotacdo de dipolo. A conducgdo idnica refere-se a migracao
eletroforética induzida dos portadores de carga (por exemplo, ions e elétrons) presentes
na matriz em dire¢do ao campo elétrico da onda. Essa migragdo gera um “atrito” entre os
ions em movimento e o meio, gerando calor. O segundo principio, a rotacao dipolar,
ocorre quando as moléculas polares que apresentam momentos dipolares diferentes de
zero tentam se alinhar com o campo elétrico alternado produzido por micro-ondas, o
grande nimero de colisdes entre elas e as moléculas vizinhas produz “atrito”, gerando
calor (ZHANG; YANG; WANG, 2011).

A extragdo pode ocorrer com ou sem a presenga de solventes. Quando se emprega
solventes (matriz seca), deve-se escolher solventes que, além se serem capazes de
solubilizar o composto de interesse possuam dipolos permanentes, uma vez que a
eficiéncia da técnica esta diretamente relacionada com o fator de dissipacao do solvente
(tan 9), sendo uma técnica mais empregada para a extragao de compostos bioativos. Outra
forma de extracao se da ao utilizar apenas a dgua presente no interior da matriz, a qual se
comporta como o solvente da extracdo e ¢ geralmente empregada para extrair compostos

volateis, como 6leos essenciais (VINATORU; MASON; CALINESCU, 2017).
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Segundo Kappe, Dallinger ¢ Murphree (2009), a eficiéncia com que diferentes
solventes sdo aquecidos pelas micro-ondas depende do valor do fator de dissipagdo (tan
d), ou seja, a capacidade do solvente de absorver a energia de micro-ondas e transmiti-la
em forma de calor para a matriz. Nesse contexto, os solventes podem ser classificados
como de alta, média e baixa absor¢cdo como base no valor do seu fator de dissipagao
(Equagdo 1). A Tabela 4 apresenta o fator de dissipagcdo de alguns solventes quimicos

empregados em extragdes.

e

tan 6 = - (1)

Onde: ¢” ¢ a perda dielétrica relativa, que representa a eficiéncia do material/solvente na
conversao da energia de micro-ondas em calor, € ¢ a constante dielétrica relativa que

mensura a habilidade do material/solvente em absorver a energia de micro-ondas.

Tabela 4 - Fator de dissipacgao (tan 6) de alguns solventes quimicos (20 °C e 2,45 GHz).

Solvente Fator de dissipacio (tan 0)
Etileno glicol 1,35 (alto)

Etanol 0,94 (alto)
Metanol 0,66 (alto)

Acido acético 0,17 (médio)

Agua 0,12 (médio)
Clorobenzeno 0,10 (médio)
Acetato de etila 0,06 (baixo)
Acetona 0,05 (baixo)
Hexano 0,02 (baixo)

Fonte: Kappe, Dallinger ¢ Murphree (2009).

Dentre os parametros que podem interferir na extracao, o solvente € o principal,
entretanto, outros exercem influéncia, como: umidade, tamanho da amostra, temperatura,
agitacdo, poténcia de micro-ondas, tempo de extracdo, solubilidade do composto no
solvente e proporcao amostra/solvente. Dentre as vantagens do micro-ondas perante os
métodos convencionais, podem ser citados o aquecimento rapido e uniforme, maior
rendimento, menor tempo, menor consumo de solventes e menor consumo de energia,
porém, ao final do processo € necessaria uma etapa de filtracdo (VINATORU; MASON;
CALINESCU, 2017).

Sao escassas as informagdes na literatura sobre a extracao de licopeno do bagago

de tomate por meio da técnica de MAE. Nesse sentido, pode-se citar o trabalho
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desenvolvido por Pinela et al. (2016), que ao estudarem a otimizagdo do MAE para
extragdo de acidos fenolicos e flavonoides do tomate liofilizado, relataram que a condi¢ao
otima foi atingida apenas no extrato aquoso, a 180 °C, por 20 min e com propor¢ao

solido/liquido de 45 g/L.

2.4.3 Extrac¢ao com liquido pressurizado (PLE)

A extragdo com liquido pressurizado (PLE), ou do inglés Pressurized Liquid
Extraction (PLE), foi originalmente desenvolvida pela empresa Dionex e foi apresentada
na Conferéncia de Pittsburgh (Pittcon) em 1995. E uma técnica que envolve a utilizagio
de solventes liquidos a temperatura e pressao elevadas, o que melhora o desempenho da
extragdo em comparagdo com as técnicas realizadas a temperatura ambiente e pressao
atmosférica. As altas pressoes utilizadas impedem a formagao de bolhas de ar na matriz,
que podem impedir o solvente de atingir o analito e permitem que o solvente permaneca
em estado liquido em temperaturas acima do seu ponto de ebulicdo atmosférico,
melhorando a solubilizagdo do soluto no solvente ¢ favorecendo a transferéncia de massa,
uma vez que a diminuicdo da viscosidade do solvente auxilia no rompimento das
interacdes entre soluto e matriz. A utilizagao de temperaturas elevadas proporciona maior
rendimento da extragcdo, porém podem degradar compostos termossensiveis, portanto o
curto tempo de extracdo ¢ de fundamental importancia para a eficiéncia do método
(CAMEL, 2001; MUSTAFA; TURNER, 2011).

O processo de extracdo pode ser dividido em dindmico ou estatico. No modo
dindmico, a bomba fornece uma vazao de solvente a uma taxa de fluxo constante, durante
um determinado periodo de tempo (por exemplo, 2,0 a 3,0 mL-min™! por 20 a 30 min) e a
valvula de saida da célula de extracdo ¢ mantida aberta, para a recuperagdo do extrato. Ja
na configuracdo estatica, o solvente preenche o extrator, enquanto que a valvula de saida
da célula de extracdo ¢ mantida fechada, mantendo o solvente em contato com a matriz
durante um tempo determinado (por exemplo, 5-15 min). Esse processo também pode
apresentar diferentes ciclos de extracao, para a substitui¢do do solvente (por exemplo, 2-
3 ciclos) (HENG et al., 2013; MUSTAFA; TURNER, 2011). A Figura 8§ apresenta um
diagrama esquematico do funcionamento de um extrator com liquido pressurizado.

O modo dindmico demanda menos tempo e tem rendimento de extracao igual ou
até maior que o modo estatico, por evitar a saturacao do solvente. J4 o modo estatico tem

como fator critico o bindmio tempo/temperatura, para um bom rendimento da extragao,
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porém proporciona maior penetracdo do solvente nos nano € micro poros da matriz,
devido ao maior tempo de contato entre as fases. Dentre os pardmetros que podem
interferir na extracao podem ser citados: pressao, temperatura, caracteristicas da particula
(massa da amostra, umidade, tamanho, forma da particula e localizagao do composto alvo
dentro da matriz), modo de operagdo (estatico ou dindmico), vazao (no modo dinamico),
nimero de ciclos (no modo estatico), uso de aditivos (antioxidantes, como acido

ascorbico e BHT), tempo e solvente (NIETO et al., 2010).

Figura 8 — Esquema de funcionamento de um extrator com liquido pressurizado (PLE).
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Fonte: Adaptado de Ko et al. (2011).

A utilizagdo de misturas de solventes pode aumentar o rendimento de extragao,
melhorando a solubilidade e aumentando a interacao do analito alvo com o solvente de
extracdo. Nesse contexto, um solvente poderia melhorar a solubilidade do analito,
enquanto o outro aumentaria a dessor¢ao do analito. Os solventes mais utilizados em
processos com liquidos pressurizados sdo: metanol, isopropanol, acetona, hexano e
éteres. Entretanto, o etanol e a 4gua vem sendo empregados em larga escala nos tltimos
anos para a extragdo de compostos bioativos, uma vez que sdo considerados solventes
“verdes”. De maneira geral, a PLE ¢ uma técnica alternativa que apresenta menor

consumo de solvente e menor tempo de extracdo, quando comparada com técnicas
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convencionais, sendo reconhecida como uma tecnologia verde (“green technology”)

(MUSTAFA; TURNER, 2011).

2.5 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Nos ultimos anos, planejamentos experimentais baseados em principios
estatisticos tém sido aplicados com frequéncia para a otimiza¢do de métodos analiticos,
uma vez que permitem obter o maximo de informacgdes a partir de um nimero minimo de
experimentos. Considerando suas vantagens, como a redugao no namero de experimentos
que precisam ser executados, resultando em um menor consumo de reagente e
consideravelmente menos trabalho laboratorial, ¢ correto afirmar que a escolha do
planejamento estatistico que mais se adeque ao sistema em estudo ¢ de fundamental
importancia para a obten¢do de dados maximizados (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2010; FERREIRA et al., 2007).

Através de métodos estatisticos, € possivel desenvolver modelos matematicos que
avaliem a relevancia e significancia dos efeitos de cada fator, assim como dos efeitos das
interacdes entre os fatores. Entretanto, quando o efeito das interagdes entre os fatores ¢
significativo, as respostas indicadas por planejamentos univariados serdo diferentes das
respostas da otimiza¢do multivariada (por exemplo, o planejamento composto central € o
Box-Behnken). Nesse sentido, quanto maior forem os efeitos de interacdo, maior sera a
diferenca que serd encontrada usando estratégias de otimizacao univariada e multivariada
(FERREIRA et al., 2007).

Um planejamento fatorial requer a execu¢do de experimentos para todas as
possiveis combinagdes de niveis dos fatores, logo ¢ utilizada a férmula de combinagao
2% sendo k = ntimero de fatores estudados. Nos planejamentos fatoriais de dois niveis, o
nivel superior e inferior sdo identificados com sinais (+1) e (-1), respectivamente. Estes
valores sao chamados de variaveis codificadas e ajudam a diminuir o esforgo
computacional nos softwares estatisticos. Além disso, para se obter resultados quanto a
reprodutibilidade do sistema (erro experimental), sdo realizados ensaios idénticos na faixa
central do experimento (pontos centrais) e codificados por (0); normalmente, trés pontos
centrais sdo suficientes. Em um exemplo de estudo com 3 fatores em 2 niveis, com 3
pontos centrais, é obtido um total de 11 experimentos (2° + 3 = 11 experimentos)

(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).
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Quando um modelo linear (obtido por meio de planejamento fatorial completo
simples) ndo € representativo, deve-se usar um modelo quadratico, como o planejamento
composto central (PCC) ou o Box-Behnken. No caso do PCC, pontos sdo adicionados
para que um modelo quadratico seja ajustado, chamados de pontos axiais. Neste caso, 0s
2% ensaios (ensaios de base) permanecem e 2k ensaios sdo adicionados, além dos trés
pontos centrais sugeridos, ou seja, um total de 25+2k+3 experimentos. Portanto, em um
exemplo de estudo com 3 fatores em 2 niveis, com 3 pontos centrais, ¢ obtido um total de
17 experimentos. Os pontos axiais sdo valores fracionados, sendo o=+ 1,41 para k=2 ¢

a==* 1,68 para k=3 (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

2.5.1 Planejamento Box-Behnken

Dentre os planejamentos experimentais baseados em principios estatisticos,
destaca-se o planejamento apresentado por Box e Behnken em 1960, o qual possibilita a
realizagdo de ensaios com fatores (variaveis independentes), em trés niveis diferentes. E
uma das metodologias mais conhecidas e amplamente utilizada na quimica analitica, por
ser capaz de interpretar e otimizar os resultados para a resposta de interesse, através da
metodologia de superficie de resposta (MSR) (BOX; BEHNKEN, 1960; FERREIRA et
al., 2007).

O planejamento experimental Box-Behnken, assim como o PCC, utiliza uma
metodologia de superficie de resposta, gerando equagdes polinomiais quadraticas, além
de apresentar excelentes resultados, especialmente, quando empregado em estudos com
trés fatores. E o planejamento ideal para casos em que ha interagdes entre os fatores
(modelos quadraticos) e que se utilize fatores com niveis inteiros, algo que nao seria capaz
de ser realizado em modelos lineares ou no PCC, uma vez que exigem valores
fraciondrios em seus pontos axiais (WU et al., 2012).

No planejamento Box-Behnken (para trés fatores), o nimero de experimentos ¢
dado por N =2k (k-1) + PC, onde k é o nimero de variaveis e PC o nimero de replicatas
no ponto central. Portanto, em um exemplo de estudo com 3 fatores em 3 niveis, com 3
pontos centrais, € obtido um total de 15 experimentos, demostrando ser mais eficiente
que outros métodos. Além disso, os pontos experimentais estdo localizados na metade
das arestas e ndo nos vértices de um cubo, como no PCC (QIAN et al., 2013). Uma

representacdo dos pontos experimentais e centrais dos planejamentos pode ser observada
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na Figura 9. A Tabela 5 mostra as combinagdes necessarias para a execugao deste tipo de

planejamento.

Figura 9 — Representacao dos pontos experimentais e centrais do planejamento composto

central (a) e por Box-Behnken (b), com k=3.
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Fonte: Qian et al. (2013).

Segundo Mendes (2015), ¢ possivel observar que mesmo com um numero de
experimentos inferior ao necessario no PCC, ainda ¢ possivel obter um modelo
polinomial de segunda ordem (sem os pontos axiais). Isto € possivel devido a chamada
rotabilidade, que representa a possibilidade de pontos do planejamento estarem contidos
em uma circunferéncia (k=2) ou uma esfera (k=3) cujo centro estd na mesma posi¢ao dos
pontos centrais. Isso representa que a variancia ¢ a mesma para todas as respostas
previstas, de modo que planejamento nao produza qualquer efeito em qualquer direcao

preferencial, como mostra a Figura 10.
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Figura 10 — Representagdo da rotabilidade do planejamento Box-Behnken com k=3.

Fonte: Mendes (2015).

Tabela 5 - Combinagdes de fatores necessaria para realizagdo de um planejamento Box-
Behnken para k=3.

. Variavel Codificada
Ensaio

Fator 1 Fator 2 Fator 3
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

2.5.2 Otimiza¢ao multiresposta

A otimizagdo multiresposta ¢ uma estratégia utilizada quando se pretende avaliar
simultaneamente mais de uma variavel de resposta fornecidas por um planejamento e
encontrar os valores operacionais 6timos das variaveis independentes que satisfagam
simultaneamente todos os requisitos necessarios as variaveis dependentes. A otimizacao
do estudo pode ser realizada através das superficies de respostas ou pela fungao
desejabilidade. As superficies de resposta podem ser determinadas para cada resposta e

essas superficies podem ser analisadas simultaneamente, sendo utilizado quando o
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numero de varidveis significativas ¢ pequeno. Quando o numero de variaveis
significativas ¢ grande, opta-se por uma fun¢do composta (que leva em consideracdo
todas as respostas) para obter uma unica superficie de resposta (FERREIRA et al., 2007).

Um dos métodos mais utilizados para realizar a otimizacdo multiresposta ¢ a
func¢do desejabilidade, desenvolvido por Derringer ¢ Suich em 1980. Neste método, sdao
determinadas as superficies de resposta individuais de cada resposta. Em seguida, os
valores sao transformados em uma escala adimensional di. A escala da fungdo
desejabilidade pode variar de 0 a 1, sendo 0 uma resposta completamente indesejavel e 1
uma resposta totalmente desejavel, sendo possivel aplicar importancia (pesos) para cada
variavel. Através de uma média geométrica, os valores de desejabilidade individuais sdo
combinados formando a desejabilidade global (Dg), através da Equagdo 2. Por fim, um
algoritmo ¢ aplicado a fun¢do D¢ para determinar o conjunto de valores de varidveis que
a maximizem. Com o método, ¢ possivel obter respostas maximizadas, minimizadas ou
com um valor intermediario; portanto, diferentes tipos de func¢des desejabilidade podem

ser utilizadas. (DERRINGER; SUICH, 1980).

D; = \/d1J’1 * dyyy * ok diyy (2)

2.6 CONSIDERACOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

Na literatura estdo disponiveis alguns estudos sobre a secagem de tomate, porém
sdo poucos os estudos sobre a secagem do bagaco de tomate, um subproduto altamente
perecivel. Além disso, os poucos estudos visando a extracdo de compostos bioativos do
bagaco de tomate, disponiveis na literatura, foram realizados utilizando técnicas
convencionais ou técnicas alternativas diferentes das empregadas neste trabalho. Nesse
contexto, até o presente momento, ndo foram encontrados estudos na literatura sobre a
avaliagdo de diferentes técnicas de secagem e extracdo de compostos bioativos do bagaco
de tomate com atividades antioxidantes. O bagaco de tomate representa cerca de 4% do
fruto e atualmente é destinado a alimentagdo animal ou descartado no ambiente.
Entretanto, com o crescimento da produgdo de produtos a base de tomate nas ultimas
décadas, € comum ocorrer acimulo nas industrias e assim, um maior descarte desse
subproduto.

Com relagdo a secagem do tomate pode-se citar os trabalhos de: Chang et al.

(2006), utilizando estufa com circulacao forcada de ar e liofilizagdo; Doymaz (2007),
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utilizando um pré-tratamento alcalino, seguido de estufa com circulacdo forgada de ar;
Demiray, Tulek e Yilmaz (2013), avaliando diferentes temperaturas em uma estufa com
circulacao forgada de ar; Tan et al. (2020), utilizando estufa com circulagao for¢ada de ar
e liofilizagao; Pallai-Varsanyi, Toth e Gyenis (2007), que secaram uma polpa concentrada
de tomate em leito de jorro. Os autores observaram que os produtos secos por meio de ar
quente (por exemplo, estufa e o leito de jorro) apresentaram maiores teores de licopeno.

Sobre a secagem do bagago de tomate ndo foram encontrados estudos com
secagem em leito de jorro porém, pode-se citar os trabalhos de: Kaur et al. (2006),
utilizando um secador de leito fluidizado para avaliar as isotermas de sor¢dao e
caracteristicas de secagem; Al-Harahsheh, Al-Muhtaseb e Magee (2009), utilizando uma
amostra com pré-tratamento com NaCl, seguido de secagem por micro-ondas, € outra sem
o pré-tratamento, para avaliar a diminuicdo do tempo de secagem; Al-Muhtaseb et al.
(2010), utilizando uma amostra com pré-tratamento com NaCl, seguido de estufa com
circulagdo forcada de ar, e outra sem o pré-tratamento, para avaliar a diminui¢do do tempo
de secagem; Shao et al. (2013), utilizando uma estufa com circulagdo for¢ada de ar para
auxiliar na etapa posterior de extragao de licopeno; Nour, Ionica e Trandafir (2015),
utilizando estufa com circulagdo for¢ada de ar, para o desenvolvimento de uma farinha
para utilizacdo na panificagdo, e por Badaoui et al. (2018), utilizando uma estufa solar,
para a redugdo dos impactos ambientais gerados pelos residuos do tomate, tais como:
odor, pragas e grande quantidade de area necesséria para aterros sanitarios. A pouca
quantidade de estudos visando a secagem desse material poderia ser associada ao elevado
custo energético em comparagao ao baixo retorno econdmico da ragdo animal, o produto
acabado. Entretanto, no caso de uma aplicacdo com alto retorno econdmico, como o
desenvolvimento de extratos com capacidade antioxidante, esta etapa torna-se
fundamental, uma vez que o material apresenta elevada umidade e ¢ altamente perecivel.

A extracao de compostos bioativos (como o licopeno) do bagaco de tomate, ¢ um
processo recente, portanto, ¢ mais comum encontrar estudos na literatura utilizando
métodos alternativos do que métodos convencionais. Dentre estes estudos, destaca-se a
extragdo com fluido supercritico (ESC), extragdo assistida por ultrassom (EAU), extragdo
assistida com enzimas (EAE), microemulsdo e extragdo com solventes eutéticos
profundos. Artigos empregando estas diferentes técnicas para a extragao de licopeno do

bagaco de tomate podem ser observados nas Tabela 6 e 7.
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Tabela 6 — Literatura disponivel sobre extracdo de licopeno do bagago de tomate por ESC.

Metodologia

Resultado

Referéncia

Bagaco seco em estufa solar (5 dias),

seguido de ESC.

Bagaco semi-seco (51 % de umidade),

seguido de ESC usando CO:..

Bagaco seco em estufa a vacuo (40 °C
por 24 h), seguido de ESC usando
COs.

Pele seca, seguida de ESC usando
CO,, variando pressdo e temperatura.
Bagaco seco, seguido de comparagao
entre Soxhlet (Hexano e etanol) e

ESC.

Bagago seco em estufa (40 °C),
seguido de ESC.

Suco de tomate centrifugado, usando
a parte solida para ESC (CO; e etanol
como co-solvente).

Bagaco seco, seguido de ESC usando
CO,, variando pressdo, temperatura e
vazdo de solvente.

Bagaco seco em estufa solar, seguido
de ESC.

Diferentes propor¢cdes de pele e
sementes (amostras secas ¢ moidas),
seguido de ESC.

Bagaco seco. ESC variando pressao,

temperatura e vazdo de solvente.

Teor de licopeno variando de 23,5 a
167,2 ug licopeno/g. Melhor condigdo
de 300 bar e 65 °C.

Teor de licopeno variando de 9,48 a
14,86 g licopeno/g. Melhor condicdo a
345 bar e 86 °C.

Teor de licopeno variando de 59 a 195
ug licopeno/g. Melhor condig@o de 300
bar e 80 °C.

Teor de licopeno de 1,18 ug licopeno/g.
Melhor condi¢do de 400 bar e 100 °C.
Teor de licopeno variando de 27 a 32 ug
licopeno/g. Soxhlet com etanol obteve
maior rendimento. ESC obteve maior
teor de licopeno (460 bar e 80 °C).

Teor de licopeno variando de 100 a 213
ug licopeno/g. Melhor condig@o de 300
bar e 60 °C.

Teor de licopeno variando de 6,48 a
64,7 ug licopeno/g. Melhor condicao a
350 bar e 80 °C

Teor de licopeno variando de 16,4 a
377,2 ug licopeno/g. Melhor condigdo
de 400 bar e 90 °C.

Teor de licopeno variando de 482 a 723
ug licopeno/g. Melhor condigdo a 400
bar e 80 °C.

Teor de licopeno variando de 70 a 170
ug licopeno/g. Melhor condigdo de 500
bar e 80 °C.

Teor de licopeno de 1,32 ug licopeno/g.
Melhor condic¢do de 500 bar e 80 °C

(Bayzal; Ersus;
Starmans, 2000).

(Rozzi et al., 2002).

(Sabio et al., 2003).

(Topal et al., 2006).

(Vagi et al., 2007).

(Nobre et al.,
2009).

(Egydio; Moraes;
Rosa, 2010).

(Machmudabh et al.,
2012).

(Kehili et al.,
2017).

(Vallecilla-Yepez;
Ciftci, 2018).

(Hatami; Meireles;

Ciftei, 2019).
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Amostra Objetivo Metodologia Resultados Referéncia
Pele do Comparar diferentes Secagem em leito fluidizado a 70 °C, seguido de extragdo O maior rendimento foi encontrado com a (Kaur et al.,
bagaco de condi¢des de extracdo de com solvente (agitacdo e banho maria) com diferentes combinacao de 8 minutos a 50 °C. Teor de licopeno  2008).
tomate licopeno do tomate. proporg¢oes de hexano, acetona e etanol. variando de 6,39 a 19,8 ug licopeno/g.

Tomates Comparar técnicas de Extragdo combinada por ultrassom e micro-ondas O método EAUM obteve uma eficiéncia de (Lianfu;
frescos extracdo de licopeno por (EAUM) e extragdo assistida por ultrassom (EAU), extragdo de licopeno de 97,4 % em 6 min, enquanto  Zelong,
ultrassom. usando acetato de etila como solvente. que o método EAU obteve 89,4 % de rendimento  2008).
em 29 min.
Bagaco de Extracdo de licopeno em Extrator Naviglio® (extragdo solido-liquido, com alta Teor de licopeno variando de 1,5 a 3,9 ug (Naviglio et
tomate agua usando altas pressdo) com 60 cilcos (4 h). licopeno/g. Foi obtido um licopeno de alta purezae al., 2008)
pressoes. ndo houve diferenga significativa entre 4agua
destilada e dgua da torneira.
Bagaco de Aplicar o conceito de Extragdo com fluido supercritico (ESC) usando CO> a A partir do residuo industrial do tomate, foi obtido (Lenucci et
tomate biorrefinaria  para o 450 bar e 70 °C, seguido de extragcdo enzimatica dos um extrato com capacidade antioxidante ¢ o residuo  al., 2013).
liofilizado processo produtivo da carboidratos presentes no residuo da extragéo. da extracdo foi utilizado para a produgéo de etanol.
polpa de tomate.
Bagaco de Diminui¢do no teor de Secagem em estufa a 40 °C por 24 h, seguido de extragdo Teor de licopeno de 100,2 ug licopeno/g. Aumento (Shao et al.,
tomate colesterol em ratos. com solvente (usando hexano a 40 °C por 8 min ¢ 400 de 44 % no ganho de peso, redugdo de 18 % no teor 2013)
rpm). O solvente foi rotaevaporado e seguiu-se para os de lipidios no figado, e redugédo de 21 % no teor de
testes em ratos. colesterol no figado, mas n3o houve reducdo
significativa no teor de colesterol.
Pele de Produgdo de um Oleo Extragdo assistida com enzimas (EAE)usando Peclyve LI Teor de licopeno variando de 50 a 500 ug (Zuorro et al.,
tomate enriquecido com (principalmente poligalacturonase) e hexano licopeno/g. As peles sdo uma fonte viavel para a 2013)
licopeno. obtengdo de 6leos enriquecidos com licopeno.
Bagaco de Otimizago daextragdode Aplicacdes de pressdoes moderadas na extragdo assistida A extracdo de carotenoides foi superior com o (Luengo etal.,

tomate seco

Pele de
tomate seco

Tomate
liofilizado

carotenoides do bagago
por EAU.

Estudar a cinética de
extragdo do licopeno do
bagago de tomate.
Otimizagdo do MAE para
extracao de acidos
fenodlicos e flavonoides.

por ultrassom (EAU), utilizando mistura de hexano e
etanol.

Extragdo com solvente, e proporgdes de solvente (acetona
e hexano).

Extragdo assistida por micro-ondas (MAE) em diferentes
temperaturas, tempo e propor¢des de solvente (etanol e
agua).

aumento da pressdo, sendo otimizada em 94 um de
vibragdo de amplitude, 0,5 bar e 6 min.

A condicdo 6tima foi estabelecida a 30 °C, com 1:3
v/v (acetona/hexano) e com teor de licopeno
variando de 3,47 a 4,03 ug licopeno/g.

A condigdo otima foi atingida apenas no extrato
aquoso, a 180 °C, por 20 min e com propor¢ao
solido/liquido de 45 g/L.

2014).

(Poojary;
Passamonti,
2015).

(Pinela et al.,
2016).
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Amostra Objetivo Metodologia Resultados Referéncia
Bagaco de Aplicar o conceito de Secagem em estufaa 55 °C por 24 h e liofilizacdo, seguido O maior rendimento de extracdo de licopeno se deu  (Allison;
tomate biorefinaria para o bagaco de extracdo com solvente (mistura de hexano, acetona e a 100 °C por 90 min, com um teor de licopeno de Simmons,

de tomate. etanol). Por fim, digestdo anaerdbica para producdo de 26,9 ug licopeno/g. 2017).
gas combustivel.
Bagaco de Extracdo de licopeno do Extracdo com solvente (agitacdo e banho maria) com: Teor de licopeno variando de 4,8 a 121,1 ug (Pandya et al,
tomate bagaco de tomate Hexano, éter de petrdleo, acetona, acetato de etila, etanol licopeno/g. Melhor condig@o de extragdo foi coma 2017)
¢ suas misturas. mistura de Acetona:Acetato de etila (1:1) a 40 °C
por 5 h.
Bagaco de Extracdo de licopeno Microemulsdo de lecitina/l-propanol, azeite de oliva e Teor de licopeno variando de 92,8 a 2334 ug (Amiri-Rigi;
tomate utilizando microemulsdoa 4gua, em agitador magnético (40 °C a 300 rpm), seguido licopeno/g. A melhor condi¢do de extracdo foi: Abbasi,
base de azeite de oliva e de centrifugagdo para separagdo das fases. lecitina/l-propanol, azeite de oliva e 4gua 2019).
lecitina. (80:10:10), resultando em uma eficiéncia de
extracdo de 63 ¢ 88 % apos 1 ¢ 4 ciclos de extracdo,
respectivamente.
Bagaco de Aplicar o conceito de Extracdo com fluido supercritico (ESC) usando CO, a Teor de licopeno variando de 40 a 619 ug (Scagliaet al,
tomate biorefinaria para o bagago 380 bar e 80 °C, seguido de uma digestio anaerobica para licopeno/g. A partir do residuo industrial do tomate, 2019).
de tomate producdo de gas combustivel. foi obtido um extrato com capacidade antioxidante
e o residuo da extragdo foi utilizado para a producao
de biogas.
Bagaco de Utilizagdo de solvente Extragdo utilizando solventes eutéticos a 60 °C por 30 O sistema composto de DL-mentol e acido latico (Silva et al,
tomate eutético profundo para a min, seguido de extragdo assistida por ultrassom (EAU)  mostrou maior capacidade de extragdo de licopeno, 2019)
liofilizado extracdo de licopeno de sendo otimizado com EAU a 70 °C por 10 min. Teor
bagago de tomate. de licopeno variando de 774 a 1446 ug licopeno/g.
Bagago de Obtencdo de um extrato Secagem em estufa a 60 °C por 48 h, seguido de extragdo O extrato aquoso apresentou maior rendimento que (Concha-
tomate do bagago de tomate, com assistida por ultrassom (EAU) a 45 °C, com diferentes o extrato etandlico, sendo observado um teor de Meyer et al.,
propriedades bioativas. proporc¢des de dgua e etanol e em diferentes tempos. licopeno de 77,4 ug licopeno/g na condi¢do o6tima.  2020)
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3 MATERIAL E METODOS
Este estudo foi executado em cinco etapas: 1) Obtencao da matéria-prima; 2) Secagem
do bagaco de tomate; 3) Moagem da amostra seca; 4) Obtengao dos extratos e 5) Caracterizagao

dos extratos obtidos.

3.1 OBTENCAO DA MATERIA-PRIMA

O bagaco de tomate industrial, composto por sementes e cascas, foi cedido pela empresa
Cargill — unidade de Goiania, localizada no estado de Goids, Brasil, sendo devidamente
armazenado em sacos de polietileno e congelados a -18 °C até a recep¢ao no Laboratério de
Termofluidodindmica e Sistemas Particulados (LATESP) na Escola de Agronomia da
Universidade Federal de Goids (UFG), pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Gilberto Alessandre

Soares Goulart, para a realiza¢ao das posteriores etapas de secagem.

3.2 SECAGEM DO BAGACO DE TOMATE
3.2.1 Secagem em Leito de Jorro

Os procedimentos de secagem do bagago de tomate foram realizados pelo grupo de
pesquisa do Prof. Dr. Gilberto Alessandre Soares Goulart (LATESP/UFQ), onde o equipamento
de secagem utilizado, ilustrado na Figura 11, foi um secador do tipo leito de jorro, constituido
de uma base conica em aco inoxidavel com angulo de 60°, didmetro de orificio de entrada de
3,5 cm e didmetro superior de 21 cm. Na entrada da base conica inferior havia uma tela metalica
para sustentar e evitar a queda das particulas inertes do interior do leito para a tubulacao.
Acoplado a base conica existia uma coluna cilindrica em ago inoxidével, com 21 cm de
didmetro e 70 cm de altura. A parte superior do secador era formada por outro cone em aco
inoxidavel com angulo de 45°. Acoplado a parte superior existia um ciclone lapple de ago inox
com 10 cm de diametro € 20 cm de comprimento. O material inerte utilizado na secagem era
constituido por particulas de polietileno, com densidade de 921 kg-m?, esfericidade de 0,87 e
diametro médio de 0,44 cm. Como equipamentos periféricos, foi usado um trocador de calor
elétrico cilindrico de 12,7 cm, composto por duas resisténcias de 1000 W, fornecendo poténcia
maxima de 2000 W, conectadas a um controlador de temperatura digital. Foram empregados
4,9 m de tubulacdo em ago inox, com 5 cm de diametro, duas valvulas de esfera de 5 cm de

diametro, conexdes e um soprador radial acionado por um motor trifasico, com poténcia de 5,5
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kW. Os controles de pressao e temperatura foram colocados préximos a entrada de ar na base
conica inferior e acoplado ao trocador de calor.

Inicialmente 400 g de particulas inertes foram inseridas no interior do leito, em seguida,
foram adicionados 320 g de amostra de bagago de tomate. A determinacdo das condigdes
operacionais de secagem foi baseada em estudos preliminares e com o intuito de preservar os
compostos termossensiveis presentes na amostra, sendo estabelecida a altura de leito de 15 cm
(com auxilio de um manometro de tubo em U), temperatura de 70 °C e duragao de 1,5 h. Para
o recolhimento da amostra seca, foi utilizado um kitassato, seguramente vedado, acoplado na
base do ciclone lapple. Todo o material recolhido apds a secagem foi pesado, armazenado em
recipientes de polietileno, congelados a -18 °C e enviados até o Laboratorio de Termodinamica
e Tecnologia Supercritica (LATESC) do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia
de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Figura 11 - Desenho esquematico do secador do tipo leito de jorro (LATESP/UFG).

Fonte: Autor (2021).

3.2.2 Secagem em Estufa

Para efeito de comparagdo com a secagem em leito de jorro, o bagaco de tomate
industrial foi seco em estufa com circulagao for¢ada de ar (De Leo, Porto Alegre/RS, Brasil), a
70 °C por 12 h. O bagaco de tomate foi depositado em formas metélicas de modo que tivesse

todo o seu leito superior disponivel para contato com o ar quente de circulacdo. A amostra seca
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foi pesada, armazenada em recipientes de polietileno e congelada a -18 °C e enviados até o

LATESC/UFSC.

3.3 MOAGEM DA MATERIA-PRIMA

As amostras de bagago de tomate industrial secas em leito de jorro e em estufa com
circulacao forcada de ar foram moidas em um moinho de facas do tipo Willey (De Leo, Porto
Alegre/RS, Brasil) no LATESC/UFSC. Em seguida, foi realizada a determinagdo
granulométrica das farinhas obtidas, segundo a AOAC (1997). Despejou-se 100 g de amostra
em um conjunto de oito peneiras granulométricas (Bertel Industria Metalurgica Ltda,
Caieiras/SP, Brasil) de 16, 20, 25, 32, 40, 48, 65 e 80 mesh. Em seguida, a amostra foi peneirada
em um agitador de peneiras (Bertel Industria Metalurgica Ltda, Caieiras/SP, Brasil) por 15 min,
com vibragdo. As fragdes de cada peneira foram pesadas, para calcular o percentual de amostra
em cada faixa de granulometria.

Para a estimativa do didmetro médio das particulas, seguiram-se os calculos propostos
por ASAE (2004), por meio das Equagdes 3 e 4. Em seguida, as amostras foram armazenadas
em frascos de polietileno de alta densidade (PEAD) pigmentados, com o intuito de auxiliar na
preservacao dos compostos fotossensiveis da amostra, por possuir alta impermeabilidade a

umidade, ao oxigénio e resisténcia a luz solar (WHELAN, 1989).

gy = log™ [Foiliioo)] 3)

i Wi
D; = (d;.diy)'? “4)
Onde: dgw € o diametro médio das particulas (mm), di ¢ o didmetro da peneira i (mm), di+1 € 0

diametro da peneira maior (mm), Wi € a massa retida na peneira i (g) e n ¢ o nimero de peneiras.

3.4 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Visando obter extratos por meio do conceito da quimica verde foram empregados apenas
solventes classificados como “verdes” ou GRAS (do inglé€s, Generally Recognized as Safe)
como o etanol (99,8%, Neon, Sao Paulo, Brasil) e o acetato de etila (99,5%, Neon, Sao Paulo,
Brasil). Segundo Pandya et al. (2017), o licopeno apresenta baixa solubilidade em solventes

muito apolares, portanto, optou-se por utilizar solventes verdes de média polaridade. O



59

rendimento de cada extrag¢do (Xo) foi calculado por meio do quociente da massa da matéria
extraida (m¢) pela massa inicial de matriz vegetal (m;), conforme a Equacdao 5. Todos os

processos de extragdo foram realizados no LATESC/UFSC.

Me

Xo = (22) 100 (%)

4

3.4.1 Soxhlet

A extragdo das amostras de bagago de tomate secos em leito de jorro e em estufa com
circulagdo for¢ada de ar pelo método Soxhlet foi realizada segundo AOAC (1997), método n°
922.06. Foram medidos 3 g de amostra diretamente em cartucho de papel de filtro qualitativo
(UNIFIL) e posteriormente inserido no extrator Soxhlet, para manter a mesma propor¢do de
soluto e de solvente (1:20) dos demais métodos de extragdo. Adicionou-se 120 mL de solvente
(Etanol ou Acetato de Etila) a um baldo de fundo chato, em seguida, ligou-se a manta de
aquecimento para aquecimento do solvente. O tempo total de extracao foi de 6 h contadas a
partir do inicio do gotejamento, sendo as extragdes realizadas em triplicata. Apos cada extracao,
as solucdes foram evaporadas em evaporador rotativo (Fisatom, Modelo 801, Sdo Paulo, Brasil)
para a remocao do solvente. Por fim, os extratos foram armazenados em frascos ambar e

acondicionados em freezer a -18 °C.

3.4.2 Extracao Assistida com Micro-ondas (MAE)

As extracoes assistidas por micro-ondas para as amostras de bagago de tomate secas em
leito de jorro foram realizadas segundo metodologia de Mazzutti et al. (2017). Pesou-se 1 g de
amostra em um frasco de reacdo de vidro borossilicato, em seguida adicionou-se 20 mL de
solvente (mantendo a mesma propor¢ao de soluto e de solvente dos demais métodos de
extra¢do). O frasco foi lacrado e introduzido no aparelho de micro-ondas (Monowave™ 300,
Anton Paar). O equipamento seguiu as condi¢des previamente estabelecidas: 1) aquecimento
até a temperatura desejada; 2) reacdo a 1000 rpm e 3) resfriamento utilizando ar comprimido
até a temperatura de 45 °C. O delineamento experimental de Box-Behnken, com trés niveis e
15 experimentos, foi utilizado para a analise e otimizagao dos resultados podendo ser observado
na Tabela 8. Apos as extracdes, as solu¢des foram filtradas em papel de filtro qualitativo

(UNIFIL) e o filtrado obtido foi evaporado em evaporador rotativo (Fisatom, Modelo 801, Sao
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Paulo, Brasil) para a remogao do solvente. Os extratos foram armazenados em frascos ambar e
acondicionados em freezer a -18 °C.

As variaveis do processo para o delinecamento experimental de Box-Behnken foram:
temperatura (T) de 50, 70 e 90 °C; solvente (mistura etanol-acetato de etila) 10:90, 50:50 e
90:10 (v/v) e tempo (t) de 1, 3 ¢ 5 min. Apds a determinagdo da condi¢do 6tima, como

comparagao, foi realizada a extracdo para a amostra de bagago de tomate seca em estufa.

Tabela 8 - Delineamento experimental utilizado para a obtengdo de extratos do bagago de

tomate seco por leito de jorro no MAE.

Ensaio Variavel Codificada ' Variavel Real .
T(°C) Etanol:Acetato  t (min) T (°C) Etanol:Acetato  t (min)

1 -1 -1 0 50 10:90 3
2 1 -1 0 90 10:90 3
3 -1 1 0 50 90:10 3
4 1 1 0 90 90:10 3
5 -1 0 -1 50 50:50 1
6 1 0 -1 90 50:50 1
7 -1 0 1 50 50:50 5
8 1 0 1 90 50:50 5
9 0 -1 -1 70 10:90 1
10 0 1 -1 70 90:10 1
11 0 -1 1 70 10:90 5
12 0 1 1 70 90:10 5
13 0 0 0 70 50:50 3
14 0 0 0 70 50:50 3
15 0 0 0 70 50:50 3

Quatro variadveis dependentes foram obtidas como respostas: Xo (rendimento de
extragdo), DPPH, FRAP e f-Caroteno, codificadas como Y1, Y2, Y3 € Y4, respectivamente.
Estas respostas foram medidas de acordo com: Temperatura (T), solvente e tempo (t) e
codificadas como X1, X2 e X3, respectivamente. A influéncia destes trés fatores (temperatura,
solvente e tempo) nas respostas foi avaliada usando o seguinte modelo quadratico, descrito na

Equacao 6.
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Y =Bo+ BiX1+ B2Xo+ B3X5 + L12X1 Xa+ B13X1 X3 + BXo X5 + BuX i+ BaaX2? + BX32 (6)

Onde: Y ¢ variavel dependente; Bo € o intercepto; B1, B2 € B3 sdo os coeficientes lineares; Pi1,
B22 € B33 sdo os coeficientes quadraticos; P12, P13 € P23 sdo os coeficientes de intera¢do, Xi, X2

e X3 sdo as varidveis independentes.

Para a anélise do modelo, da significancia estatistica dos coeficientes avaliados e para a
identificacdo da condicdo 6tima (por meio da funcdo desejabilidade) foi utilizado o programa
Statistica (StatSoft, Inc. v. 13.5.0.17, EUA). A fungao desejabilidade para o calculo da condigdo
otima foi realizada segundo Derringer e Suich (1980), com cada resposta recebendo a mesma
importancia (peso). A fungao converte cada resposta em uma funcao individual que vai de 0 a
1 (sendo 0 uma resposta completamente indesejavel e 1 uma resposta totalmente desejavel) e
atua utilizando métodos de programacao nao-linear para maximizar a desejabilidade global.

Com a determinac¢do da condi¢do 6tima, foram feitas novas extracdes nestas condicoes,
tanto para a amostra seca em leito de jorro quanto para a amostra seca em estufa. O extrato
diluido (filtrado) obtido foi rotaevaporado e armazenado em frasco ambar a -18 °C. As

extracdes foram realizadas em triplicata.

3.4.3 Extra¢ao com Liquido Pressurizado (PLE)

Os ensaios de extragao com liquido pressurizado (PLE) do bagaco de tomate seco em
leito de jorro foram realizados em uma unidade de extragdo desenvolvida no LATESC/UFSC,
segundo Rodrigues et al. (2019), conforme apresentada na Figura 12.

Inicialmente o leito de extragdo foi preenchido com 5 g de amostra e completado com
camadas de esferas de vidro e algoddo, formando um leito compactado. Uma mistura de
solventes (etanol:acetato de etila) foi bombeada para o leito de extragdo a uma vazao de 10
mL-min’! por uma bomba de CLAE (Waters, Modelo 515, EUA) até que o mesmo atingisse a
pressdo de 10 MPa. A mistura de solventes passou por um sistema de pré-aquecimento onde se
atingiu a temperatura de trabalho desejada, até¢ chegar ao leito de extragdo aquecido por um
sistema de resisténcias elétricas. Foram acrescentados 100 mL da mistura de solventes no leito
de extragdo (mantendo a mesma proporc¢ao de soluto e de solvente dos demais métodos de

extracdo). Um delineamento experimental de Box-Behnken, com trés niveis e 15 experimentos,
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também foi utilizado para a andlise e otimizag¢do dos resultados, como pode ser observado na
Tabela 9. Apos as extracdes, as solugdes foram evaporadas em evaporador rotativo (Fisatom,
Modelo 801, Sao Paulo, Brasil) para a remog¢ao do solvente. Os extratos foram armazenados

em frascos ambar e acondicionados em freezer a -18 °C.

Figura 12 - Desenho esquematico da unidade PLE (LATESC/UFSC): 1) Reservatorio de agua;
2) Bomba de solvente; 3) Valvula de reten¢do; 4) Trocador de calor; 5) Controlador automéatico
de temperatura; 6) Mandmetro; 7) Indicador de temperatura; 8) Termopar; 9) Célula de
extracdo; 10) Valvula de agulha do regulador; 11) Frasco coletor; 12) Refrigerador; 13) cilindro
de Ny; 14) Vélvula reguladora; 15) Vélvula de bloqueio.

vt ElRITIC

»
M,

ﬁ%«s % 15 o
: "*iu

8

5 §
= 1
-
i 53
9105':33‘
1 2 3 4 11 12

Fonte: Rodrigues et al. (2019).

As variaveis do processo para o delineamento experimental de Box-Behnken foram:
temperatura (T) de 50, 70 e 90 °C; solvente (mistura etanol-acetato de etila) 10:90, 50:50 e
90:10 (v/v) e vazdo (V) de 2, 5 e 8 mL-min™! (50, 20 e 12,5 min de extragdo, respectivamente).
Apos atingidas as condigdes de processo (mantendo constante a pressao de 10 MPa), iniciou-
se 0 bombeamento do solvente e abriu-se a valvula de saida (para a coleta dos extratos). Apds
a determinacdo da condicdo 6tima, extragdes foram realizadas para as amostras de bagaco de

tomate secas em estufa com circulacao de ar nesta condigao.
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Tabela 9 - Delineamento experimental utilizado para a obtengdo de extratos do bagago de
tomate seco por leito de jorro no PLE.

Ensaio Variavel Codificada ' Variavel Real .
T (°C) Etanol:Acetato V (mL'min') T (°C) Etanol:Acetato V (mL-min)
1 -1 -1 0 50 10:90 5
2 1 -1 0 90 10:90 5
3 -1 1 0 50 90:10 5
4 1 1 0 90 90:10 5
5 -1 0 -1 50 50:50 2
6 1 0 -1 90 50:50 2
7 -1 0 1 50 50:50 8
8 1 0 1 90 50:50 8
9 0 -1 -1 70 10:90 2
10 0 1 -1 70 90:10 2
11 0 -1 1 70 10:90 8
12 0 1 1 70 90:10 8
13 0 0 0 70 50:50 5
14 0 0 0 70 50:50 5
15 0 0 0 70 50:50 5

Assim como no MAE, quatro variaveis dependentes foram obtidas: Xo (rendimento de
extracdo), DPPH, FRAP e [-Caroteno, codificadas como Y1, Y2, Y3 e Y4, respectivamente.
Estas respostas foram medidas de acordo com: Temperatura (T), solvente e vazdo (V) e
codificadas como X, X» e X3, respectivamente. A influéncia destes trés fatores (temperatura,
solvente e vazdo) nas respostas foi avaliada usando o modelo quadratico, descrito na Equagao
6.

Para a analise do modelo, da significancia estatistica dos coeficientes avaliados e para a
identificagdo da condi¢do 6tima (por meio da funcdo desejabilidade) foi utilizado o programa
Statistica (StatSoft, Inc. v. 13.5.0.17, EUA). Com a determinacdo da condi¢do 6tima, foram
feitas novas extragdes para a amostra seca em leito de jorro. Posteriormente, seguiu-se para a
extracdo da amostra seca em estufa com circulacdo de ar. As solucdes obtidas foram evaporadas
em evaporador rotativo e o extrato foi armazenado em frasco &mbar a -18 °C. Essas extra¢des

foram realizadas em triplicata.
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3.5 CARACTERIZACAO DO EXTRATO OBTIDO
3.5.1 DPPH

A andlise da atividade antioxidante pelo método do 2,2—Diphenyl-1-picrylhdrazyl
(DPPH) foi realizada segundo Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) adaptado para o leitor
de microplacas. Inicialmente preparou-se uma solugdo estoque de Trolox a 300 umol-L™!
(Sigma-Aldrich Co, St. Louis, EUA) em agua destilada, para utilizagdo como antioxidante de
referéncia e para a construgdo da curva de calibracao. Em seguida, preparou-se uma solugao
estoque de DPPH a 125 pmol-L™! (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, EUA) em etanol (99,8%, Neon,
Sdo Paulo, Brasil). Os extratos foram diluidos em etanol de maneira a se obter uma
concentracdo de 10 mg-mL!. Em seguida, os extratos diluidos foram inseridos em um banho
ultrassonico (Ultronique Q3.0/37A, Eco-Sonics, Indaiatuba, Brasil) a 25 °C por 30 min para
auxiliar na completa diluicao dos extratos.

Por fim, 50 pL. das amostras foram pipetadas para uma microplaca de 96 pocos,
juntamente com 250 pL da solugdo estoque de DPPH. O branco consistiu em 50 pL de amostra
com 250 pL do solvente utilizado para a dilui¢do das amostras (etanol) e o controle consistiu
em 50 pL de etanol com 250 pL da solugdo estoque de DPPH. As solugdes ficaram em repouso
durante 30 min, sob auséncia de luz e, em seguida, suas absorbancias foram lidas em um
comprimento de onda de 517 nm no espectrofotometro para microplacas (Multileitora Infinite
M200 Tecan) no Laboratorio Multiusudrio de Estudos em Biologia (LAMEB/UFSC).

ApOs a leitura, o célculo da atividade antioxidante pelo método de DPPH foi realizado
conforme descrito na Equagdo 7. Os resultados foram posteriormente convertidos para pmol

TEAC.g"! de extrato.

AA (%) =100 — ([ABSAmostra—ABSBranCo] % 100) (7)

ABScontrole

Onde: AA ¢ a atividade antioxidante em porcentagem; ABSamostra, ABSBranco € ABScontrole

referem-se as absorbancias da amostra, do branco e do controle, respectivamente.

3.5.2 Método de Reduciio do fon Férrico (FRAP).
A identifica¢do de compostos antioxidantes redutores do ion férrico foi determinada por

meio de metodologia descrita por Benzie e Strain (1996) adaptada para o leitor de microplacas.
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Inicialmente, preparou-se uma solu¢do estoque de Trolox a 300 pmol-L! em 4gua destilada,
para utilizagdo como antioxidante de referéncia e constru¢dao da curva de calibragdo. Em
seguida, foi preparada uma solucao tampao de acetato de sodio 0,3 M (pH 3,6), uma solugao de
acido cloridrico 40 mM, solucdo de cloreto férrico (FeCls.6H>,0) 20 mM e uma solugdo TPTZ
10 mmol-L™! (2,4,6-trifidril-s-tiazina). Em seguida, 60 mL do tamp@o acetato foram misturados
com 6 mL de solugdo TPTZ e 6 mL de solu¢ao de FeCls.6H>O (nesta ordem), formando a
solucdo FRAP. Todas as solucdes utilizadas foram preparadas no mesmo periodo da analise.
Os extratos foram diluidos em etanol de maneira a se obter uma concentragdo de 10 mg-mL™,
em seguida foram inseridos em um banho ultrassdnico a 25 °C por 30 min para auxiliar na
dilui¢ao do extrato no solvente.

Por fim, 10 pL. das amostras foram pipetadas para uma microplaca de 96 pocos,
juntamente com 290 pL da solugdo FRAP. O branco consistiu em 10 pL de d4gua com 290 puL
da solugdo FRAP. A mistura foi agitada e ficou em repouso durante 30 min, sob auséncia de
luz e, em seguida, suas absorbancias foram lidas em um comprimento de onda de 593 nm no
espectrofotometro para microplacas. Os resultados foram expressos em pmol TEAC-g’!, por

meio da curva de Trolox. As analises foram realizadas em triplicata.

3.5.3 Método de Descoloraciio do Sistema -Caroteno

A atividade antioxidante pelo sistema fS-caroteno/acido linoleico dos extratos de bagaco
de tomate foi realizada de acordo com o método descrito por Matthdus (2002) e Kang et al.
(2006). Para o preparo da emulsdo f-caroteno/acido linoleico, utilizou-se 3,4 mg de f- caroteno,
aos quais foram adicionados 44 pL de acido linoleico, 400 mg de Tween 20 ¢ 5 mL de
cloroférmio. O cloroférmio foi evaporado em rotaevaporador e 100 mL de 4gua destilada foram
acrescentados. Para o preparo da emulsdo do branco, utilizou-se 400 mg de Tween 20,
adicionado de 44 pL de 4cido linoleico e 100 mL de 4gua destilada.

Em tubos microtubo, 1 mL da solucao do sistema f-caroteno foi adicionada a 40 uL de
solucdo de extrato etanolico (os extratos foram previamente diluidos em etanol de maneira a se
obter uma concentragio de 1,67 mg-mL! e, em seguida, foram inseridos em um banho
ultrassonico a 25 °C por 30 min para auxiliar na diluicdo do extrato no solvente). Para o
controle, a amostra foi substituida por etanol. As leituras foram realizadas em espectrofotometro

(FEMTO 800X1, Sao Paulo, Brasil) a 470 nm. Os microtubos foram colocados em banho maria,
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a 50 °C, e as leituras foram realizadas antes da incubagao (t:0) e apds (t:120 min). Os resultados
de atividade antioxidante (AA %) foram calculados pela Equacdo 8 e expressos como

média + desvio padrao.

AA (%) =1 — [(ABSAmosrra Final ~ ABSamostra Inicial) N 100] (8)

ABScontrole Final = ABScontrole Inicial

Onde: AA ¢ a atividade antioxidante em porcentagem; ABSamostra Final € ABSAmostra nicial
referem-se as absorbancias da amostra no tempo 120 min e no tempo 0, respectivamente;
ABScontrole Final € ABScontrole Inicial referem-se as absorbancias do controle no tempo 120 min e no

tempo 0, respectivamente.

3.5.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O perfil do licopeno foi realizado de acordo com o método descrito por Fagundes et al.
(2015). Inicialmente foi realizada uma extragdo com acetona para uma amostra de bagago de
tomate seco em leito de jorro, com o objetivo de se obter um teor inicial de licopeno nas
amostras, € a comparagao com os resultados de licopeno obtidos nas técnicas de MAE, PLE e
Soxhlet. Nesse contexto, pesou-se 2,5 g de bagaco de tomate seco em 20 mL de acetona. A
extracdo foi realizada em agitador magnético por 1 h em temperatura ambiente, mantendo as
amostras protegidas da luz. Os extratos foram filtrados em membrana de celulose sob vacuo,
transferidos para tubos de centrifuga e adicionados a 20 mL de éter de petroleo e 10 mL de agua
destilada deionizada. A centrifugacgdo foi realizada a 1,62 x g durante 10 min. Posteriormente,
a solugdo foi transferida para um baldo volumétrico, sendo o volume de 50 mL completado com
éter de petroleo. Por fim, os solventes foram eliminados em um evaporador rotativo.

Os extratos obtidos pelas diferentes técnicas de extragdao foram dissolvidos em 2,5 mL
de hexano e 10 pL foram injetados em um cromatografo liquido (LC-10A, Shimadzu, Shimadzu
do Brasil, Sao Paulo, Brasil) equipado com uma coluna C18 de fase reversa (Vydac 218TP54,
250 x 4,6 mm, didmetro interno de 5 mm, 30 °C) e um detector de UV—vis operando a 470 nm.
Metanol:acetonitrila (90:10, v/v) foi utilizada como fase mével com vazio de 1,67 x 102 mL.
s'. A identificagdo do licopeno foi feita comparando o tempo de retencio dos picos nas
amostras com o do padrdo analitico correspondente (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,

Alemanha). Para quantificar o licopeno nas amostras, foi construida uma curva padrao levando
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em consideracdo os valores da area do pico do analito (FAGUNDES et al., 2015). A curva
padrio gerou uma equacdo Y = 1,76x, R?> = 0,99, e faixa de concentragio de licopeno de 0-250
nug.mL!. Os resultados foram expressos em pg de licopeno/ g extrato, resultante do calculo

médio de trés inje¢des consecutivas.

3.5.5 Analise de Variancia (ANOVA)

Os resultados obtidos para as diferentes técnicas de extragcdo, apds as etapas preliminares
de secagem por leito de jorro e estufa com circulagdo forcada de ar, em suas condigdes
otimizadas, foram analisados estatisticamente por meio do Software STATISTICA 13.5
(StatSoft, Inc. v. 13.5.0.17, EUA), que permite a comparag¢@o dos valores médios usando o teste

Tukey.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

O bagago de tomate apresentou uma umidade inicial de 74,3 % sendo altamente
perecivel e proximo aos 70,0 % encontrados por Nour, lonica e Trandafir (2015), porém, abaixo
dos observados por Badaoui et al. (2018) e Al-Muhtaseb et al. (2010), de 88,5 ¢ 95,0 %,
respectivamente. Visando reduzir o teor de dgua, inativar enzimas, assegurar a estabilidade
deteriorativa do bagaco e facilitar o processo de extracdo, ¢ necessario o uso de técnicas
preliminares, como a secagem, moagem € o peneiramento das amostras (AL-MUHTASEB et
al., 2010; ANDREOQO; JORGE, 2006). Assim, apds as etapas de secagem e moagem, 0S
resultados da umidade e do diametro médio de particula do bagaco de tomate podem ser

observados na Tabela 10.

Tabela 10 - Umidade e diametro médio da particula do bagaco de tomate apos as etapas de
secagem e moagem.

Técnica de secagem Umidade (% b.u.) Didmetro médio (mm)
Leito de Jorro 3,80+ 0,20 0,48 + 0,01
Estufa 4,60 + 0,60 0,51 +£0,01

Segundo Chitrakar, Zhang e Bhandari (2019) e Lavelli, Kerr e Sri Harsha (2013), a
estabilidade microbiologica do bagago de tomate pode ser garantida quando o produto possuir
niveis de umidade inferiores a 15 g H20-100 g b.s. (aw =< 0,6). Nesse sentido, os produtos
resultantes de ambas as técnicas de secagem (Tabela 10), podem ser considerados
microbiologicamente estaveis. O didmetro médio das particulas foi de 0,48 e 0,51 mm para a
amostra seca em leito de jorro e seca em estufa, respectivamente. Os valores obtidos estdo
dentro da faixa recomendada por Belwal et al. (2018), os quais afirmam que as particulas devem
possuir um tamanho variando de 100 um a 2 mm para que haja uma maior area de superficie
de contato entre a amostra e solvente, facilitando a penetracdo do solvente e aumentando a taxa

de transferéncia de massa, resultando assim, em um maior rendimento de extracao.

4.2 RESULTADOS DO PLANEJAMENTO BOX-BEHNKEN
4.2.1 Resultados do Planejamento Box-Behnken para MAE
Os niveis selecionados para os fatores e a matriz requerida para os experimentos Box-

Behnken por MAE, junto aos resultados obtidos, expressos como rendimento de extragao (%),
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DPPH (umol TEAC-g '), FRAP (umol TEAC-g") e descoloracio do sistema S-Caroteno (%)

podem ser observados na Tabela 11.

Tabela 11 — Resultados de extracao obtidos para o delineamento experimental por MAE.

Variaveis Independentes

Variaveis Dependentes

Ensaio T R 21{'1 D‘1{32PH FR‘:P p-C o
o . empo Rendimento -Caroteno
(°C)  Etanol:Acetato (min) (%) (umol-g!)  (umol-g) (%)
1 50 10:90 3 3,83 8,63 13,02 22,40
2 90 10:90 3 5,40 14,05 18,52 36,19
3 50 90:10 3 3,95 9,69 15,93 33,96
4 90 90:10 3 6,42 15,06 24,52 39,82
5 50 50:50 1 4,50 8,85 12,13 22,84
6 90 50:50 1 6,64 11,92 14,50 27,60
7 50 50:50 5 4,76 10,39 14,76 24,30
8 90 50:50 5 6,16 13,17 15,84 32,47
9 70 10:90 1 4,73 11,11 15,78 26,78
10 70 90:10 1 4,84 12,78 18,45 32,31
11 70 10:90 5 4,92 12,54 17,99 32,20
12 70 90:10 5 5,27 13,49 22,27 34,78
13 70 50:50 3 5,08 11,58 14,11 26,53
14 70 50:50 3 5,32 11,12 13,33 27,60
15 70 50:50 3 5,42 11,28 13,39 28,40

Segundo Pinela et al. (2016), ajustar os modelos matematicos gerados as respostas

selecionadas ¢ fundamental para elucidar com que precisdo o modelo matematico pode prever

as condi¢des ideais. Nesse contexto, foram construidos modelos para cada resposta pelo ajuste

do modelo polinomial de segunda ordem de Box-Behnken e a significancia dos efeitos foi

avaliada por meio da anélise de variancia (ANOVA). Valores de p < 0,05 indicam que a variavel

¢ significativa dentro do dominio experimental estudado, com um nivel de confianca de 95%

(PINELA et al., 2016). As Tabelas 12 a 15 apresentam os resultados da ANOVA para o

rendimento de extragdo, DPPH, FRAP e f-Caroteno, respectivamente. Apenas os parametros

significativos foram utilizados para a constru¢cao dos modelos.
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Tabela 12 — ANOVA dos dados apresentados na Tabela 11 para o rendimento de extragao.

Fatores SQ GL MQ F p Coef. Regressao
Intercepto - - - - 5,41
Temperatura (L)? 7,18 1 7,18 235,22 0,00 0,95
Solvente (Q)° 0,90 1 0,90 29,53 0,03 -0,49
Falta de Ajuste 0,97 10 0,10 3,19 0,26 -
Erro puro 0,06 2 0,03 - - -

Onde: ? (L) = Termo linear; ® (Q) = Termo quadratico.

Para o rendimento, foi gerada uma equagio dada por: Y1 = 5,41 + 0,95 X; — 0,49 X5,
onde, (X1) ¢ a temperatura em °C e (X2) ¢ a propor¢ao de solvente utilizado. A equagdo obtida
apresentou elevados coeficientes de adequagdo (R*= 0,89 e R? sjustado = 0,87). Segundo Ranic et
al. (2014), o sinal do efeito (+ ou -) marca o desempenho da resposta e quanto maior o valor
absoluto de um coeficiente, mais importante ¢ o peso da variavel correspondente. Nesse sentido,
a temperatura ¢ o fator mais significativo para a modelagem do rendimento. Além disso, ndo
houve falta de ajuste (p > 0,05), o que indica que o modelo pode ser ajustado aos dados
experimentais.

Figura 13 — Gréfico de Pareto dos dados apresentados na Tabela 12 para o rendimento de

extracao.

(1)Temperatura(L) 9.123327

FtOH-Acetato(Q) 3.232495

p=.05
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Tabela 13 — ANOVA dos dados apresentados na Tabela 11 para a analise de DPPH.

Fatores SQ GL MQ F p Coef. Regressdo
Intercepto - - - - 11,19
Temperatura (L)? 37,65 1 37,65 700,31 0,00 1,46
Solvente (L)* 2,74 1 2,74 50,94 0,02 0,59
Solvente (Q)° 3,61 1 3,61 67,10 0,02 0,98
Tempo (L)* 3,04 1 3,04 56,57 0,02 0,62
T(@L)xS Q) 3,06 1 3,06 56,91 0,02 1,24
Falta de Ajuste 1,12 7 0,16 2,98 0,28 -
Erro puro 0,11 2 0,05 - - -

Onde: ? (L) = Termo linear; ® (Q) = Termo quadritico.

Para a analise de DPPH, foi gerada uma equacao dada por: Y>=11,19 + 1,46 X; + 0,59
X2 + 0,98 Xo? + 0,62 X3 + 1,24 X;1+Xo?, onde, (X1) é a temperatura em °C, (Xz) é a propor¢do
de solvente utilizado e (X3) é 0 tempo. A equagio obtida apresenta um R?= 0,97 e um R? 4justado
= 0,96. Todos os fatores descritos na Tabela 13, exceto a falta de ajuste, foram altamente
significativos, sendo a temperatura e a interacdo entre temperatura e solvente, as mais

significativas.

Figura 14 — Gréfico de Pareto dos dados apresentados na Tabela 13 para a analise de DPPH.

(1)Temperatura(L) . 16.61765

(2)EtOH-Acetato(Q) -5.14377
1Lby2Q 4.73721
(3)Tempo(L) 4722852

(2)EtOH-Acetato(L) 4.48175
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Tabela 14 — ANOVA dos dados apresentados na Tabela 11 para a analise de FRAP.

Fatores SQ GL MQ F p Coef. Regressao
Intercepto - - - - 14,01
Temperatura (L)? 50,04 1 50,04 261,78 0,00 0,86
Solvente (L)* 31,40 1 31,40 164,26 0,01 1,98
Solvente (Q)° 68,99 1 68,99 360,97 0,00 4,30
Tempo (L)* 12,48 1 12,48 65,31 0,02 1,25
T(L)y*x S (Q)° 14,16 1 14,16 74,08 0,01 2,66
Falta de Ajuste 6,08 7 0,87 4,54 0,19 -
Erro puro 0,38 2 0,19 - - -

Onde: # (L) = Termo linear; ° (Q) = Termo quadratico.

Para a analise de FRAP, foi gerada uma equagao dada por: Y3 = 14,01 + 0,86 X; + 1,98
X2 + 4,30 Xo? + 1,25 X3 + 2,66 X1+X2?, onde, (X1) é a temperatura em °C, (Xz2) é a propor¢io
de solvente utilizado e (X3) é o tempo. A equagio obtida apresenta um R?= 0,96 e um R? 4justado
= 0,94. Todos os fatores descritos na Tabela 14, exceto a falta de ajuste, foram altamente

significativos, sendo o termo quadratico do solvente o mais significativo.

Figura 15 — Grafico de Pareto dos dados apresentados na Tabela 14 para a anélise de FRAP.

EtOH-Acetato((Q) - -9.80597
(1)Temperatura(L) l 8350725

(2)EtOH-Acetato(L) 6.614913
1Lby2Q -4.44215
(3)Terpo(L) 4.170973

p=.05
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Tabela 15 — ANOVA dos dados apresentados na Tabela 11 para a analise de descoloragdo do

[-Caroteno.
Coef.
Fatores SQ GL MQ F p Regressio

Intercepto - - - - 27,11
Temperatura (L)* 132,69 1 132,69 150,49 0,01 4,07
Solvente (L)* 67,91 1 67,91 77,01 0,01 2,91
Solvente (Q)° 100,85 1 100,85 114,38 0,01 5,20
Tempo (L)* 25,30 1 25,30 28,69 0,03 1,78

Falta de Ajuste 38,79 8 4,85 5,50 0,16 -

Erro puro 1,76 2 0,88 - - -

Onde: ? (L) = Termo linear; ® (Q) = Termo quadratico.

Para a analise de descoloragdao do 5-Caroteno, foi gerada uma equagdo dada por: Y4 =
27,11 + 4,07 X1 + 2,91 X2 + 5,20 Xo*+ 1,78 X3, onde, (X1) é a temperatura em °C, (X2) é a
propor¢io de solvente utilizado e (X3) é o tempo. A equagio obtida apresenta um R?= 0,89 e
um R? gjustado = 0,85. Todos os fatores descritos na Tabela 15, exceto a falta de ajuste, foram

significativos, sendo o termo quadratico do solvente o mais significativo.

Figura 16 — Gréfico de Pareto dos dados apresentados na Tabela 15 para a analise de S-

(1)Temperatura(L) .5?19885

EtOH-Acetato(Q) -4.98662

Caroteno.

(2)EtOH-Acetato(L) 4.001862

(3)Tempo(L) 497634
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Para as analises de atividade antioxidante (DPPH, FRAP e descoloracao do sistema f3-
Caroteno), ¢ possivel observar que a complexidade dos modelos de resposta desenvolvidos €
muito semelhante, sendo o solvente utilizado como fator mais significativo, seguido da
temperatura. Segundo Kappe, Dallinger ¢ Murphree (2009), a eficiéncia do processo de
extragdo por micro-ondas depende diretamente da capacidade do solvente em absorver a energia
de micro-ondas e transmiti-la em forma de calor para a matriz, ou seja, do seu valor do fator
dissipacdo. Nesse sentido, o etanol e o acetato de etila podem ser classificados como de alta e
baixa absor¢do de energia de micro-ondas, respectivamente (KAPPE; DALLINGER;
MURPHREE, 2009), o que explicaria o fato de o solvente ser o fator mais significativo para a
modelagem matematica. Além disso, a temperatura empregada pode ocasionar o rompimento
das membranas e paredes celulares, liberando compostos antioxidantes da por¢ao insoluvel do
bagaco de tomate e assim, tornando a extragdo mais eficiente (DEHGHAN-SHOAR et al.,
2011; SIRIAMORNPUN; KAISOON; MEESO, 2012).

Com base nas expressdes matematicas, as respostas da atividade antioxidante foram
mais complexas do que a encontrada para o rendimento, no entanto, a temperatura ¢ solvente
continuam sendo os mais significativos. Segundo Pinela et al. (2016), a complexidade das
equagdes matematicas geradas em planejamentos experimentais para a atividade antioxidante
esta relacionada ao fato de que a atividade antioxidante depende da contribui¢do global de
diferentes compostos, incluindo interagdes entre eles, € ndo apenas de uma tinica molécula que
poderia ser determinada por CLAE.

O grafico com os valores preditos e a desejabilidade global do sistema pode ser
observado na Figura 17. A partir da Figura 17, € possivel observar que dentro do dominio

experimental estudado, h4 condigdes para se obter uma resposta maxima do sistema, com uma

desejabilidade global de 0,93.
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Figura 17 - Grafico com valores preditos e desejabilidade global do sistema. Temperatura;
EtOH-Acetato: proporcao de solvente; Tempo; Rend = rendimento; DPPH; FRAP e f-Caroteno

= descoloracao do sistema [-Caroteno.

Temperatura EtOH-Acetato Tempo Desirability

3,830@,2356,6400
Rend

8,62671 ,B415,060
DPPH

12,1348,3284 516
FRAP

B-Caroteno

22,400,109,818

Desirability

-1, 1, -1, 1, -1, 1,

De acordo com a Figura 17, as condigdes operacionais que maximizam a obtencdo de
extratos com potencial antioxidante por MAE sdo: temperatura de 90 °C; 90 % de etanol e 10
% de acetato de etila; 5 min de operagdo. Entretanto, como descrito na Tabela 16, os valores
preditos e os observados no Ponto 4 (90 °C; 90:10 de Etanol:Acetato; 3 min) do planejamento
experimental sdo muito semelhantes, havendo uma diminui¢do no teor de rendimento do
processo e na atividade antioxidante por FRAP. Este fendmeno poderia ser explicado por estar
se trabalhando na regido 6tima de extragdo (dentro do intervalo de confiaga — IC 95%),
resultando em ajustes muito pequenos nas condi¢des empregadas para se chegar na condi¢ao
otima de extragdo. Pinela et al. (2016), ao estudarem a extragdo de compostos antioxidantes do
tomate liofilizado por MAE, observaram algumas condi¢des de otimizagao similares a pontos
do planejamento, além disso, observaram que em sua condi¢ao 6tima, houve uma diminuigao

no teor da atividade antioxidante. Desta forma, no presente estudo, optou-se por escolher as
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condi¢des de extragdo do Ponto 4 do planejamento por Box-Behnken (MAE), como a condi¢ao

otima de extracao de compostos antioxidantes do bagaco de tomate.

Tabela 16 — Valores preditos pela fungdo desejabilidade e observados no Ponto 4 do
delineamento experimental para o MAE.

Fatores R? R24justado  Predito ég;eé;zio(? Ce) S(?;er\ll‘i)dz Erro (%)
Rendimento (%) 0,92 0,89 6,12 5,70-6,53 6,42 -4,97
DPPH (umol-g’) 097 096 15,45 14,42-16,48 15,06 2,54
FRAP (umol-g!)  0.88 083  23.73 21.47-25.99 24,52 331
B-Caroteno (%) 0,89 0,85 41,07 37,89-44.24 39,82 3,04

4.2.2 Resultados do Planejamento Box-Behnken para PLE

Os niveis selecionados para os fatores e a matriz requerida para os experimentos Box-
Behnken por PLE, junto aos resultados obtidos, expressos como rendimento de extragao (%),
DPPH (umol TEAC-g!), FRAP (umol TEAC-g™!) e descoloracio do sistema B-Caroteno (%)

podem ser observados na Tabela 17.

Tabela 17 - Resultados de extragdo obtidos para o delineamento experimental por PLE.

Variaveis Dependentes

Variaveis Independentes

Ensaio T R ?1('1 D‘I(’ZPH FR‘:P p-C o
o . empo Rendimento -Caroteno

(°C) Etanol:Acetato (min) (%) (umol-g!)  (umol-g) (%)

1 50 10:90 5 7,71 13,32 6,15 23,31
2 90 10:90 5 9,83 18,33 25,51 40,23
3 50 90:10 5 11,76 10,19 5,86 19,70
4 90 90:10 5 16,61 14,91 16,82 26,69
5 50 50:50 2 12,62 11,56 9,23 31,15
6 90 50:50 2 15,18 19,10 22,01 46,51
7 50 50:50 8 11,31 11,56 5,64 37,76
8 90 50:50 8 13,32 13,36 8,34 39,65
9 70 10:90 2 11,34 14,98 20,02 44,77
10 70 90:10 2 15,73 13,22 14,39 30,90
11 70 10:90 8 9,84 13,36 18,51 40,23
12 70 90:10 8 15,63 10,17 13,67 27,02
13 70 50:50 5 11,85 11,45 21,71 25,92
14 70 50:50 5 11,44 9,87 20,69 28,45
15 70 50:50 5 11,49 9,97 20,97 28,76
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As Tabelas 18 a 21 apresentam os resultados da ANOVA para o rendimento de extragao,
DPPH, FRAP e [-Caroteno, respectivamente. Apenas os parametros significativos foram

utilizados para a constru¢ao dos modelos.

Tabela 18 — ANOVA dos dados apresentados na Tabela 17 para o rendimento de extragao.

Fatores SQ GL MQ F p Coef. Regressao
Intercepto - - - - 11,53
Temperatura (L)* 16,65 1 16,65 332,71 0,00 1,44
Solvente (L)? 55,18 1 55,18 1102,82 0,00 2,63
Vazao (L)* 2,84 1 2,84 56,84 0,02 -0,60
Vazio (Q)° 9,49 1 9,49 189,62 0,01 1,59
T(@L)*x S (L)° 1,86 1 1,86 37,24 0,03 0,68
Falta de Ajuste 1,67 7 0,24 4,77 0,18 -
Erro puro 0,10 2 0,05 - - -

Onde: ? (L) = Termo linear; ® (Q) = Termo quadratico.

Para o rendimento, foi gerada uma equagdo dada por: Y1=11,53 + 1,44 X; + 2,63 X> -
0,60 X3+ 1,59 X532+ 0,68 X;+Xa, onde, (X1) é a temperatura em °C, (Xz) é a propor¢do de
solvente utilizado e (X3) é a vazdo do processo. A equagio obtida apresenta um R>= 0,98 e um
R? 4justado = 0,97. Nesse sentido, o solvente é o fator mais significativo para a modelagem do
rendimento, seguido da vazao quadratica e temperatura. Além disso, ndo houve falta de ajuste,

o que indica que o modelo pode ser ajustado aos dados experimentais.
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Figura 18 — Grafico de Pareto dos dados apresentados na Tabela 18 para o rendimento de

(2)EtOH-Acetato(L) -16?4469

(1)Temperatura(L) 9197225

extracao.

(3)Vazio(Q) -6.94324

(3)Vazao(L) -3.80163

1Lby2L 3.077008

Tabela 19 — ANOVA dos dados apresentados na Tabela 17 para a andlise de DPPH.

Fatores SQ GL MQ F p Coef. Regressao
Intercepto - - - - 11,86
Temperatura (L)? 45,51 1 45,51 57,94 0,02 2,39
Temperatura (Q)° 17,76 1 17,76 22,61 0,04 2,18
Solvente (L)* 16,50 1 16,50 21,01 0,04 -1,44
Vazao (L)* 13,58 1 13,58 17,29 0,03 -1,30
Falta de Ajuste 20,12 8 2,52 3,20 0,26 -
Erro puro 1,57 2 0,79 - - -

Onde: ? (L) = Termo linear; ® (Q) = Termo quadratico.

Para a analise de DPPH, foi gerada uma equacao dada por: Y>=11,86 + 2,39 X; + 2,18
Xi2— 1,44 X5 — 1,30 X3, onde, (X1) é a temperatura em °C, (X2) é a propor¢do de solvente
utilizado e (X3) é a vazdo do processo. A equagio obtida apresenta um R?>= 0,81 e um R? sjustado

=0,74. Nesse sentido, a temperatura linear e quadratica sdo os fatores mais significativos.
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Figura 19 — Grafico de Pareto dos dados apresentados na Tabela 19 para a analise de DPPH.

(1)Temperatura(L) 4 580089 4
(1) Temperatura( Q) -2.86124
(2)EtOH-Acetato(L) -2.75789
(3)Vazio(L) 25017
p=05

Tabela 20 — ANOVA dos dados apresentados na Tabela 17 para a anélise de FRAP.

Fatores SQ GL MQ F p Coef. Regressao
Intercepto - - - - 20,45
Temperatura (L)* 289,76 1 289,76 1036,57 0,00 3,87
Temperatura Q)P 150,07 1 150,07 536,83 0,00 -6,36
Solvente (L)? 47,36 1 47,36 169,41 0,01 -2,43
Vazao (L)* 67,56 1 67,56 241,68 0,00 -0,56
Vazio (Q)° 40,30 1 40,30 144,17 0,01 -3,29
T(@L)*x S (L)* 17,66 1 17,66 63,16 0,02 -2,10
T(L)y*x S (Q)° 27,52 1 27,52 98,45 0,01 3,71
T(@L)*xV (L) 25,42 1 25,42 90,94 0,01 -2,52
T(Q)°x V(L) 28,31 1 28,31 101,29 0,01 -3,76
Falta de Ajuste 4,90 3 1,63 5,85 0,15 -
Erro puro 0,56 2 0,28 - - -

Onde: ? (L) = Termo linear; ® (Q) = Termo quadrético.

Para a analise de FRAP, foi gerada uma equacao dada por: Y3=20,45 + 3,87 X; — 6,36
X12-2,43 X2-0,56 X5—3,29 X532 - 2,10 X1+Xa+ 3,71 X1+X2? - 2,52 X1+X3— 3,76 X1%:X3, onde,
(X1) € atemperatura em °C, (X>) € a proporcao de solvente utilizado e (X3) € a vazdo. A equagao

obtida apresenta um R?= 0,99 e um R? 4justado = 0,98. Todos os fatores descritos na Tabela 20,
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exceto a falta de ajuste, foram altamente significativos, sendo o termo quadratico da

temperatura o mais significativo.

Figura 20 — Grafico de Pareto dos dados apresentados na Tabela 20 para a analise de FRAP.

(1)Temperatura{L)

(1)Temperatura(Q)

(3)Vazao(L)

-7.86469

(2)EtOH-Acetato(L)

-6.58465

(3)Vazio(Q)

6.074252

1Qby3L

5.091414

1Lby2Q

-5.01956

1Lby3L

-4.82446

1Lby2L

-4.02061

11.72146

p=03

Tabela 21 — ANOVA dos dados apresentados na Tabela 17 para a analise de -Caroteno.

Fatores SQ GL MQ F p Coef. Regressao
Intercepto - - - - 27,58
Temperatura (L)? 211,84 1 211,84 87,45 0,01 5,15
Solvente (L)* 24444 1 244,44 100,90 0,01 -5,53
Vazio (Q)° 348,96 1 348,96 144,05 0,01 9,67
T((L)*x V(L) 45,27 1 45,27 18,69 0,05 -3,36
Falta de Ajuste 78,90 8 9,86 4,07 0,21 -
Erro puro 4,85 2 2,42 - - -

Onde: ? (L) = Termo linear; ® (Q) = Termo quadratico.

Para a analise de descoloragdao do S-Caroteno, foi gerada uma equagdo dada por: Y4 =

27,58 + 5,15 X1 — 5,53 X2+ 9,67 X532 — 3,36 X1+X3, onde, (X1) é a temperatura em °C, (X2) éa

propor¢io de solvente utilizado e (X3) é a vazdo. A equacio obtida apresenta um R?=0,91 e

um R? 4justado = 0,88. Todos os fatores descritos na Tabela 21, exceto a falta de ajuste, foram

significativos, sendo o termo quadratico da vazao o mais significativo.
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Figura 21 — Grafico de Pareto dos dados apresentados na Tabela 21 para a analise de f3-

Caroteno.

(3)Vazzo(Q) -6.45535]

(2)EtOH.-Acetato(L) -5.40276

(1)Temperatura(L) 5.029607

1Lby3L 2325

A complexidade dos modelos de resposta desenvolvidos ¢ muito semelhante. Todos
apresentam uma combinacdo de coeficientes lineares e quadraticos e apenas o modelo para o
DPPH ndo apresenta interacOes significativas. Para o rendimento, o solvente e a vazdo foram
os fatores mais significativos. Segundo Mustafa e Turner (2011), a mistura de solventes pode
melhorar a solubilidade e aumentar a interacdo do analito alvo com o solvente de extracdo,
aumentando o rendimento do processo, o que justificaria o fato de o solvente ser o fator mais
significativo para a modelagem matematica. Além disso, o uso de vazdes baixas proporciona
maior penetracdo do solvente nos nano € micro poros da matriz, devido ao maior tempo de
contato entre as fases, sem causar uma saturacao do solvente, aumentando o rendimento de
extracdo (MUSTAFA; TURNER, 2011; NIETO et al., 2010).

Para os antioxidantes, a vazao e a temperatura foram os fatores mais significativos. O
que poderia ser justificado pelo fato de vazdes baixas proporcionarem maior penetracao do
solvente nos nano e micro poros da matriz, podendo aumentar a extragdo de compostos
antioxidantes. Nesse contexto, a temperatura pode afetar as propriedades de transferéncia de

massa, modificando a tensdo superficial, difusividade e viscosidade do solvente,
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proporcionando uma maior taxa de transferéncia de massa. Além disso, a temperatura
empregada pode ocasionar o rompimento das membranas e paredes celulares, liberando
compostos antioxidantes da por¢do insoluvel do bagago de tomate, aumentando a extracao
desses compostos (DEHGHAN-SHOAR et al., 2011; MUSTAFA; TURNER, 2011; NIETO et
al., 2010; SIRIAMORNPUN; KAISOON; MEESO, 2012).

Com base nas expressdes matematicas, as respostas do planejamento por PLE foram
mais complexas que as encontradas no planejamento por MAE. Este comportamento poderia
ser relacionado ao fato de que nas PLE, houve uma maior liberag¢do e extracdo de compostos
antioxidantes da porc¢ao insolivel do bagago de tomate. Nesse sentido, segundo Pinela et al.
(2016), a determinacgdo da atividade antioxidante depende da contribui¢do global de diferentes
compostos, incluindo interagdes entre eles, e ndo apenas de uma unica molécula, o que poderia
justificar a maior complexidade das equagdes matematicas geradas no planejamento PLE.

O grafico com os valores preditos ¢ a desejabilidade global do sistema pode ser
observado na Figura 22. A partir da Figura 22, é possivel observar que dentro do dominio
experimental estudado, ha condi¢des para se obter uma resposta maxima do sistema, com uma

desejabilidade global de 0,85.
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Figura 22 - Grafico com valores preditos e desejabilidade global do sistema. Temperatura;
EtOH-Acetato: proporc¢ao de solvente; Vazao; Rend = rendimento; DPPH; FRAP e -Caroteno

= descoloracao do sistema [-Caroteno.
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De acordo com a Figura 22, as condigdes operacionais que maximizam a obtengdo de
extratos com potencial antioxidante por PLE sdo: temperatura de 90 °C; 44,7% de etanol -
55,3% de acetato de etila e vazio de 2 mL-min’'. Entretanto, como descrito na Tabela 22, os
valores preditos e os observados no Ponto 6 (90 °C; 50:50 de Etanol:Acetato; 2 mL-min) do
planejamento experimental sdo muito semelhantes, havendo uma diminui¢do no teor de
rendimento do processo e na atividade antioxidante por DPPH e f-Caroteno, entre os valores
preditos no ponto 6timo e os observados no Ponto 6. Este fendmeno pode ser explicado por ja
estarmos trabalhando na regido 6tima de extracao (dentro do intervalo de confiaga — IC 95%),
resultando em ajustes muito pequenos nas condigdes empregadas para se chegar na condigdo

otima de extracdo. Desta forma, no presente estudo, optou-se por escolher as condicdes de
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extracdo do Ponto 6 do planejamento por Box-Behnken do PLE, como a condig¢do 6tima de

extracdao de compostos antioxidantes do bagaco de tomate.

Tabela 22 — Valores preditos pela fungdo desejabilidade e observados no Ponto 6 do
delineamento experimental para o PLE.

) Intervalo de Observado Erro

Fatores R? R®yjusaso  Predito Confiaca (IC) no Ponto 6 (%)
Rendimento (%) 0,93 0,90 14,35 13,09-15,62 15,18 -5,76
DPPH (umol-g-1) 0,63 0,49 17,42 14,18-20,67 19,10 -9,64
FRAP (umol-g-1) 0,57 0,40 22,55 14,24-30,85 22,01 2,36
B-Caroteno (%) 0,91 0,88 46,49 41,93-51,06 46,51 -0,02

4.3 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS EM CONDICOES OTIMIZADAS

Os resultados obtidos para as diferentes técnicas de extragao apds as etapas preliminares
de secagem por leito de jorro e estufa com circulacdo forcada de ar, em suas condigdes
otimizadas, expressos como rendimento de extra¢io (%), DPPH (umol TEAC-g!), FRAP
(umol TEAC:-g!), descolora¢io do sistema S-Caroteno (%) e licopeno (ug licopeno-g! de

extrato) podem ser observados na Tabela 23.

Tabela 23 — Resultados obtidos para as diferentes técnicas de secagem em suas condi¢des
otimizadas de extracao.

Cédigo Rendimento DPPH FRAP pB-Caroteno Licopeno
(%) (umol-g™) (umol-g™) (%) (nggh

MAE 6,424025°  15,06+048¢  24,52+0,56°  39,82+035"  59,66+0,42°

PLE 15,1840,22¢  19,10£0,23°  22,01+0,72f  46,51£0,70°  20,09+0,88°

Jorro  SOXhIet o1 0140030 163740285 30,0340,53°  23.804035°  10,75+0,77¢
(Et-OH)

Soxhlet =5 5h 0000 18434020 43372018  33.46£023¢  14,88+0.75¢
(Acetato)

MAE 715+0,55¢  12,0440,33°  12,0240,40"  29,79+0,33°  26,03+0,54

PLE 16,9140,06°  21,44+0,42*  26,55+0,56%  36,44+0,47° 7,30+0,81F

Estufa  Soxhlet 23,68+0,39°  11,18+0,367  17.97+0,502  20,68+0,662  5,66+0,528
(Et-OH)

Soxhlet 20,66+0,35°  16,75+0,49°  37,71£0,76"  29,05+0,58°  6,79+0,15%¢
(Acetato)

Na coluna, médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, de acordo com o Teste de

Tukey a 5% de significancia.
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De acordo com a Tabela 23, ¢ possivel notar que houve diferenca estatistica entre as
diferentes técnicas de secagem empregadas, as amostras secas em estufa com circulagdo de ar,
apresentaram, em média, um maior rendimento de extragdo, entretanto, menores teores de
atividade antioxidante e de licopeno. Apesar de Doymaz (2007) ter concluido que a temperatura
de secagem de 70 "C era a mais recomendada para o processo, uma vez que apresentou o maior
coeficiente de difusividade e Demiray, Tulek e Yilmaz (2013) relatarem que o licopeno e outros
compostos antioxidantes eram estaveis em secagem com temperatura de até 70 'C, o longo
periodo da secagem para o processo em estufa pode ter causado a degradacdo excessiva dos
compostos bioativos da amostra de bagaco de tomate quando comparado com a secagem em
leito de jorro. Segundo Mujumdar (2006), o secador do tipo leito de jorro destaca-se por gerar
altas taxas de transferéncia de calor e de massa ao longo do processo, possibilitando a utilizagao
de temperaturas mais altas e a residéncia do produto no leito por um curto periodo de tempo,
evitando a degradacdo acentuada de compostos termicamente sensiveis, como ocorre em
métodos de secagem convencionais. Desta forma, nota-se que a técnica de secagem em leito de
jorro ¢ a mais recomendada para a secagem do bagago de tomate, uma vez que houve uma
maior preservagao dos compostos de interesse.

Observando os resultados das extragdes por Soxhlet apresentados na Tabela 23, nota-se
que a utilizacdo do etanol como solvente de extragdo possibilitou a obtengcdo de uma maior
quantidade de compostos da matriz, resultando em um maior rendimento. Este comportamento
poderia ser justificado pela diferenca de polaridade do etanol e do acetato de etila. Segundo
Widyawati et al. (2014), o etanol pode ser mais eficaz para a extracdo de compostos de alta e
média polaridade, como agucares, aminoacidos, esterois, glicosidicos e taninos, substincias
normalmente presentes em maior quantidade nas matrizes vegetais, em comparagdo com 0s
compostos antioxidantes. Entretanto, nota-se na Tabela 23 que nas extragdes por Soxhlet com
acetato de etila foram obtidos maiores teores de licopeno, estando de acordo com o descrito por
Pandya et al. (2017), os quais relatam que o licopeno apresenta maior solubilidade em acetato
de etila do que no etanol. Nesse contexto, houve também uma maior atividade antioxidante nas
extracdes por Soxhlet com acetato de etila, o que poderia ser justificado pela alta atividade
antioxidante do licopeno (DI MASCIO; KAISER; SIES, 1989) e pela maior extracdo de
compostos de média polaridade pelo acetato de etila como alcaloides, agliconas, glicosideos,

esterois, terpenoides e flavonoides (WIDYAWATI et al., 2014).
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De acordo com a Tabela 23, os valores de atividade antioxidante foram estatisticamente
diferentes entre si, demonstrando que cada técnica de extracdo empregada resultou extratos com
constituigdes diferentes, sendo os extratos obtidos por PLE os que apresentaram os maiores
teores de atividade antioxidante. Nesse sentido, a alta temperatura empregada na técnica de PLE
(90 °C) pode favorecer o rompimento de interagdes coesivas (molécula-moléculas) e adesivas
(analito-matriz), além de reduzir a viscosidade e a tensdo superficial do solvente, ¢ a energia de
ativacdo necessdaria para o processo de dessor¢cdo do analito da matriz para o solvente,
facilitando sua entrada nos poros da matriz e favorecendo a extragdo dos compostos de interesse
(MUSTAFA; TURNER, 2011).

Como descrito por Pinela et al. (2016), a determinagdo da atividade antioxidante
depende da contribuicdo global de diferentes compostos, incluindo interagdes entre eles e ndo
apenas de uma unica molécula. Nesse sentido, este fendomeno também pode estar relacionado
com a formagdo de substancias bioativas durante os diferentes processos de extragdo, como 0s
compostos neoantioxidantes que podem ser derivados da reacdo de Maillard, caramelizagao
e/ou termooxidacao, sendo previamente descrito na literatura (AHMAD; LANGRISH, 2012;
AMAROWICZ, 2009; BRUDZYNSKI; MIOTTO, 2011; MAZZUTTI et al., 2017; PLAZA et
al., 2010a; PLAZA et al., 2010b; PLAZA; TURNER, 2015). Segundo Plaza et al. (2010a), a
utilizagdo de altas temperaturas em processos de extracdo pode favorecer a formagdo de
neoantioxidantes por meio de produtos da reacdo de Maillard e produtos de caramelizagdo; além
disso, deve-se levar em conta os compostos fenolicos, pois estes podem modular a ocorréncia
e intensidade das reagcdes de Maillard e caramelizagdo, influenciando na bioatividade final dos
extratos. De acordo com Del Valle, Camara e Torija (2006), o bagaco de tomate apresenta
19,3% de proteinas totais e 25,7% de agucares totais (em base seca), sendo constituido
majoritariamente por agucares redutores; estes sdo 0s compostos necessarios para a reagao de
Maillard, aliado as altas temperaturas empregadas. Portanto, ¢ possivel supor que houve a
formacdo de neoantioxidantes durante as etapas de extracdo. Esta possibilidade poderia
aumentar o interesse pela extracdo de compostos bioativos do bagago de tomate, uma vez que
seria possivel ndo s6 recuperar antioxidantes presentes na amostra, mas também permitir a
geragao de novos compostos antioxidantes.

Segundo Lavelli e Torresani (2011), o licopeno € sensivel a luz, altas temperaturas e

alguns 4cidos organicos, podendo sofrer degradagdo e/ou isomerizag¢ao nestas condigdes. Nesse
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estudo, o bagaco de tomate seco em leito de jorro apresentou um teor de 89,14 + 0,56 ug
licopeno-g™! de extrato quando extraido com acetona, tornando assim o valor de licopeno de
referéncia. Entdo, de acordo com a Tabela 23, ¢ possivel observar uma grande diminui¢ao nos
teores de licopeno dos diferentes extratos das amostras secas em estufa, o que poderia ser
justificado pelo elevado tempo de secagem, 12 h, enquanto que a secagem em leito de jorro
teve duracao de 1,5 h. Segundo Baslar et al. (2014) e Karasu et al. (2015), em processos de
secagem ¢ comum que amostras secas em temperaturas mais altas e em menor tempo
apresentem maior quantidade de compostos termossensiveis, uma vez que a degradacio de
compostos termossensiveis ¢ principalmente afetada pelo tempo de secagem. Nesse sentido, os
extratos obtidos por Soxhlet apresentaram os menores teores de licopeno, o que poderia ser
justificado pelas elevadas temperaturas de processo, possivelmente acima da temperatura de
ebuli¢cdo do solvente e o longo tempo de extragdo (6 h).

Os extratos obtidos por PLE apresentaram menores teores de licopeno quando
comparado com os extratos obtidos por micro-ondas (Tabela 23). Este comportamento poderia
ser relacionado com o maior tempo de processo (50 min) quando comparado com o micro-
ondas (3 min) e isso pode ter ocasionado uma maior degradacdo do licopeno presente na
amostra. Por outro lado, a técnica de extragdo assistida por micro-ondas foi responsavel por
obter o maior teor de licopeno deste estudo, 59,66 pg licopeno-g™! de extrato, o que representa
uma taxa de recuperagdo de licopeno de 66,93%, em apenas 3 min de extra¢do, na comparacao
com o valor de licopeno de referéncia citado anteriormente (89,14 ug licopeno-g™!' de extrato).
Até o momento, ndo foram encontrados dados na literatura sobre a taxa de recuperagdo de
licopeno do bagago de tomate pelas técnicas de MAE ou PLE, portanto, para efeito de
comparag¢ao, foram analisados os resultados de outras técnicas disponiveis na literatura.

A principal técnica ndo convencional empregada para extragao de licopeno do tomate ¢
a extracdo com fluidos supercriticos (EFS), sendo uma tecnologia verde, porém de alto custo
de investimento (MEZZOMO; MARTINEZ; FERREIRA, 2011). Por meio desta técnica ja
foram relatadas taxas de recuperacdo de licopeno variando de 52 a 93% (BAYZAL; ERSUS;
STARMANS, 2000; EGYDIO; MORAES; ROSA, 2010; HATAMI; MEIRELES; CIFTCI,
2019; KEHILI et al., 2017; MACHMUDAH et al., 2012; NOBRE et al., 2009; ROZZI et al.,
2002; SABIO et al., 2003; VAGI et al., 2007), entretanto, nestes trabalhos foram utilizadas

pressoes variando de 30 a 50 MPa, o que pode aumentar os custos de processo. Além da técnica
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de EFS, encontra-se na literatura alguns dados de recuperacao de licopeno do tomate por outras
técnicas, como a descrita por Amiri-Rigi e Abbasi (2019), que utilizaram a técnica de
microemulsdo e encontraram uma taxa de recuperagdo de licopeno variando de 63 a 88%;
Lianfu e Zelong (2008), de 89,4 a 97,4 % para a técnica de extragdo assistida por ultrassom e
micro-ondas; Naviglio et al. (2008) variando de 8,5 a 19,5 % utilizando a técnica de 4gua
pressurizada; e Poojary e Passamonti (2015), de 65,2 a 75,8 %, por meio de extracdo com
solventes organicos, demonstrando que os resultados obtidos neste estudo estao de acordo com
os obtidos por outros autores em outras técnicas de extracao.

A extrag¢do assistida por micro-ondas representa um importante desenvolvimento no
campo da quimica verde. De fato, um dos maiores desafios para melhorar a sustentabilidade da
industria quimica ¢ estabelecer processos mais ecoldgicos para a obten¢do de compostos de alto
valor agregado como o licopeno (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012). Segundo Vinatoru,
Mason e Calinescu (2017), a extragdo por micro-ondas gera um aquecimento rapido e uniforme,
maior rendimento, menor tempo, menor consumo de solventes € menor consumo de energia,
comparado com os métodos convencionais de extragao. Dessa forma, os fatores de economia
de energia e tempos de processamento curtos levam a reducao dos custos de processo e melhoria
da uniformidade e rendimento do produto, resultando em produtos de maior qualidade em
compara¢do com técnicas convencionais de extragdo (VEGGI; MARTINEZ; MEIRELES,
2012). Neste estudo, o extrato obtido por micro-ondas apresentou um percentual de recuperacao
de licopeno semelhante ao de outras técnicas de extracdo disponiveis na literatura, destacando-
se por utilizar um tempo extremamente curto (3 min). Por exemplo, caso fosse empregada uma
técnica de purificacdo do extrato obtido, seriam necessarios 16,76 g de extrato (261,1 g de
bagaco de tomate seco) para produzir 1 mg de licopeno puro, um composto de alto valor
agregado, uma vez que um produto semelhante pode ser encontrado no mercado por R$ 782,00
(site oficial da Sigma-Aldrich, acesso em 25 de janeiro de 2021) demonstrando a viabilidade
do estudo de diferentes processos de secagem e extracdo de compostos bioativos do bagaco de
tomate. Nesse sentido, o presente estudo, ao utilizar um subproduto e solventes verdes, oferece
uma alternativa vidvel para um processo de extragdo de licopeno de forma segura, mais

econOmica e mais sustentavel.
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5 CONCLUSAO

Até o momento, este ¢ o primeiro estudo de avaliagao de diferentes técnicas de secagem
e de extragao de compostos bioativos de bagaco de tomate, um residuo da industria de tomate
que ¢ usualmente descartado em aterros sanitarios e gera grandes impactos ambientais para o
seu entorno. O bagaco de tomate ¢ rico em nutrientes, com destaque para o licopeno, que esta
mais biodisponivel e acessivel para processos extrativos do que no fruto in natura, entretanto,
devido ao seu elevado teor de umidade, sua secagem ¢ fundamental. Neste estudo, os extratos
que foram previamente secos por leito de jorro apresentaram maiores teores de licopeno e em
menor tempo de processo que os extratos obtidos apos prévia secagem em estufa com circulagao
de ar, demonstrando a viabilidade do processo de secagem do bagago de tomate em leito de
jorro para a recuperagdo de compostos bioativos com melhor qualidade.

Este ¢ o primeiro estudo sobre a extragdo de licopeno do bagaco de tomate por técnicas
de micro-ondas e liquido pressurizado. As técnicas de MAE e PLE apresentaram extratos de
maior qualidade que a técnica convencional de extra¢do (Soxhlet), em termos de rendimento,
DPPH, FRAP, descoloragdo do sistema [-Caroteno e licopeno. Nesse sentido, para a técnica
de MAE, a propor¢do de solvente e a temperatura foram os fatores mais significativos para o
planejamento experimental, obtendo uma condi¢ao 6tima de 90 °C; 90:10 de Etanol:Acetato; 3
min de extragdo. Para a técnica PLE, a vazdo e a temperatura foram os fatores mais
significativos obtendo uma condigdo 6tima de 90 °C; 50:50 de Etanol:Acetato; 2 mL-min™".

O extrato obtido por PLE apresentou os maiores teores de atividade antioxidante, ja o
extrato obtido por MAE apresentou o maior teor de licopeno 59,66 (ug licopeno-g™! de extrato)
e a maior taxa de recuperacao de licopeno 66,93%, semelhante ao de outras técnicas de
extracdo, disponiveis na literatura, e se destacando por utilizar um tempo extremamente curto
(3 min). Atualmente, ha disponivel no mercado um produto semelhante a um preco de R$
782,00, caso fosse empregada uma técnica de purificacdo, seriam necessarios 16,76 g de extrato
para produzir 1 mg de licopeno puro, demonstrando a potencial margem de lucro do processo.
Dessa forma, o presente estudo contribuiu para demonstrar alternativas viaveis de secagem e
de extracdo de compostos do bagaco de tomate para a obtencdo de licopeno de forma segura,

mais econdmica € mais sustentavel.
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6 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

- Determinar o perfil cromatografico dos extratos, por CLAE, para identificagao e quantificagao

de todos os compostos com atividade antioxidante presentes nos extratos.

- Analisar as amostras secas ¢ os residuos das extragdes por Microscopia Eletronica de

Varredura (MEV) para um melhor entendimento do comportamento de extracao.

- Determinar a capacidade antioxidante dos extratos pelo método de ORAC (Oxygen radical

absorbance capacity), visando a obtengao de dados ainda mais relevantes.

- Avaliar a influéncia de uma alimentacdo enriquecida com o extrato obtido por MAE,
previamente seco em leito de jorro, em camundongos, visando uma redugdo dos niveis de

colesterol no sangue, como descrito por Shao et al. (2013).
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