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RESUMO

SILVA, Luis Otavio Moreira. Determinacéo da bioacessibilidade in vitro da rutina
extraida por diferentes processos do residuo agroindustrial do tomate. 2018. 62p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia,
Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropeédica, RJ, 2018.

O residuo do processamento tomate tem sido avaliado como potencial fonte de licopeno.
Porém, esse material também é rico em flavonoides como a rutina, que podem ser
aplicados como ingredientes na industria de alimentos promovendo beneficios a salde e
valorizando esse residuo. Usualmente, a extracdo desses compostos é realizada por
métodos tradicionais de extracdo com solventes organicos, como hexano, metanal, etanol,
entre outros. Outras técnicas tém sido avaliadas visando aumentar a eficiéncia da
extracdo, como por exemplo, a extracdo assistida por ultrassom, que apresenta beneficios
como maior facilidade de operacdo e maior velocidade de extracdo. O objetivo deste
trabalho foi comparar duas técnicas de extracdo de rutina a partir de residuo de tomate
em relacdo ao teor de rutina obtido e na bioacessibilidade deste composto. Uma amostra
de tomate foi despolpada, mimetizando o processo de obtencdo da polpa. O residuo,
composto por casca e semente, foi fracionado e a casca obtida seca a 60°C por 24h,
resultando em um pd, com tamanho médio de 483,4 + 15,7 um e 1,27 + 0,23 % de
umidade. O p6 foi caracterizado quanto ao teor de compostos fendlicos totais (584,63 +
1,78 mg AGE/g de tomate em pd) e capacidade antioxidante (186,98 + 1,78 pumol
Trolox/g tomate em po), determinada pelo método de TEAC. A polpa em po6 foi
submetida a extracdo convencional, utilizando como solvente etanol 70% (v/v) na razéo
1:25, a 57°C, por 40 minutos e a extracdo assistida por ultrassom adotando a mesma
solugdo extratora, na mesma razéo solvente:substrato, sendo realizada em 10 minutos, a
55°C, com poténcia de 150W. Os extratos liquidos obtidos foram comparados em relagédo
a atividade antioxidante e ao teor de rutina. A atividade antioxidante determinada por
TEAC foi superior no extrato obtido por ultrassom (27,90 £ 0,10 umol Trolox/ g). O
mesmo comportamento foi observado para o valor da atividade antioxidante, onde o
extrato obtido por ultrassom (109,82 + 15,03 umol Trolox/ g) apresentou uma atividade
um pouco maior do que o extrato obtido de forma convencional (97,13 + 12,44 pmol
Trolox/g), porém sem diferenca estatistica. A concentracdo de rutina no extrato foi
estatisticamente igual para ambos métodos de extracdo (convencional: 94,25 + 0,001 ug
rutina/g de residuo; ultrassom: 95,75 + 0,07 pg rutina/g de residuo). Os resultados
demonstram que o teor de rutina obtido ndo se altera diante dos métodos de extracao
avaliados. A determinacdo da bioacessibilidade é importante para descrever percentual
fracdo de um composto disponivel para absorcao apés a digestdo. O método de extracdo
ndo influenciou na bioacessibilidade da rutina, que foi de, aproximadamente, 13% para
ambos o0s extratos. ApOs quatro semanas de estocagem, houve uma reducdo na
bioacessibilidade da rutina. Os extratos obtidos pelo método tradicional apresentaram
uma reducdo semelhante quando armazenados em refrigeracdo (8,09%) e sob
congelamento (8,22%). A reducédo na acessibilidade dos extratos obtidos com ultrassom
foi menor quando armazenados nas mesmas condigdes (refrigerado: 10,1%; congelado:
10,11%). A utilizacdo do ultrassom como tecnologia alternativa de extragédo de rutina em
residuos do processamento de tomate ndo se apresentou tecnicamente atrativa nas
condigdes de operacédo avaliadas.
Palavra-chave: rutina; ultrassom; extracdo convencional; bioacessibilidade;



ABSTRACT

SILVA, Luis Otavio Moreira. Determination of the in vitro bioaccessibility of the rutin
extracted by different processes of the agroindustrial residue of the tomato. 2018.
62p. Dissertation (Master in Science and Food Technology). Institute of Technology,
Federal University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

The residue from tomato processing has been evaluated as a potential source of lycopene.
However, this material is also rich in flavonoids such as rutin, which can be applied as
ingredients in the food industry by promoting health benefits and enhancing this waste.
Usually, the extraction of bioactive compounds is carried out by traditional methods with
organic solvents, like hexane, methanol, and ethanol, among others. Other techniques
have been evaluated to increase extraction efficiency, such as ultrasound-assisted
extraction, which offers advantages such as easier operation and higher extraction rate.
The objective of this work was to compare two techniques of rutin extraction from tomato
residue with regards to the obtained rutin content and the bioaccessibility of this
compound. A tomato sample was depulped, mimicking the process of obtaining the pulp.
The residue, composed of peel and seed, was fractionated and the obtained peel dried at
600C for 24h, resulting in a powder, with a mean size of 483.4 + 15.7 um and 1.27
0.23% humidity. The powder was characterized for the total phenolic compounds content
(584.63 + 1.78 mg AGE / g of tomato powder) and antioxidant capacity (186.98 + 1.78
umol Trolox / g tomato powder), determined by method of TEAC. The pulp powder was
subjected to conventional extraction using 70% (v/v) ethanol at 1:25, 570C for 40 minutes
and ultrasound-assisted extraction using the same extraction solution, in the same solvent
ratio: substrate, being carried out in 10 minutes at 550C, with a power of 150W. The
obtained liquid extracts were compared concerning the antioxidant activity and rutin
content. The antioxidant activity determined by TEAC was higher in the extract obtained
by ultrasound (27.90 £ 0.10 umol Trolox/g). The same behavior was observed for the
value of the antioxidant activity, where the extract obtained by ultrasound (109.82 + 15.03
umol Trolox / g) showed a slightly higher activity than the conventional extract (97.13 +
12.44 umol Trolox / g), but with no statistical difference. The rutin concentration in the
extract was statistically the same for both extraction methods (conventional: 94.25 +
0.001 ng rutin / g residue, ultrasound: 95.75 + 0.07 pg rutin / g residue). The results
demonstrate that the rutin concentration in extracts does not change with the extraction
methods. Determination of bioacessibility is important to describe the fraction of a
compound available for absortion by the organism after digestion. The extraction method
does not influenced in the bioaccessibility of rutin, it was,approximately, 13% in both
extracts. After four weeks of storage, the bioaccessibility of the routine in extracts was
reduced. The extracts obtained by the traditional method presented a similar reduction
when stored in refrigeration (8.09%) and under freezing (8.22%). The reduction in the
accessibility of rutin in the extracts obtained by ultrasound was lower when stored under
the same conditions (refrigerated: 10.1%, frozen: 10.11%). The use of ultrasound as an
alternative for rutin extraction technology in tomato processing residues was not
technically attractive under the evaluated operating conditions of this work.

Key words: rutin; ultrasound-assisted extraction; conventional extraction;
bioaccessibility.
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1 INTRODUCAO

O Brasil apresenta-se no contexto mundial como um dos maiores produtores de
tomate, estando atualmente em nono lugar. Na América Latina, os nUmeros sdo mais
expressivos, pois o pais ocupa a lideranca em termos de producao de tomate. Grande parte
do fruto produzido em terras brasileiras é destinada para o processamento industrial,
obtendo-se assim uma variedade de produtos derivados de tomate como molhos, sucos,
pastas e ketchup.

Uma caracteristica importante do tomate € a de que se trata de um fruto com alta
concentracdo de agua, representando mais de 90% da sua composicdo total. Muitos
nutrientes sdo também encontrados na sua composicao, como vitaminas, minerais, acidos
organicos, aculcares e entre outros. Todos 0s seus constituintes desempenham papel
importante no produto final, destacando-se os flavonoides, essenciais para a coloracdo do
fruto, que pode variar do amarelo ao vermelho alaranjado.

Na industria processadora de tomates, o primeiro e principal produto comercial é
a polpa de tomate, utilizada como matéria prima na obtencéo de uma série de produtos
derivados. No despolpamento, sementes e casca sao eliminadas, e representam de 5 a 10%
da producédo total. Esse residuo é utilizado na alimentacdo animal ou simplesmente
descartado (DELL VALLE et al., 2006). Trata-se de uma parcela altamente nutritiva e
benéfica, devido ao alto teor de diversos compostos de interesse, como proteinas, lipideos,
carotenoides, flavonoides, entre outros.

Os flavonoides, com destaque a rutina, presentes no residuo apresentam grande
interesse para a industria de alimentos e principalmente para industria farmacéutica. A
rutina € um bi flavonoide de baixa massa molecular e solivel em metanol. As principais
fontes de rutina so as frutas citricas e os vegetais folhosos. Relatos indicam que a rutina
foi identificada pela primeira vez no século XIX em trigo-sarraceno (PEDRIALI, 2005).

Atualmente, a obtencdo da rutina em escala comercial se da a partir do fruto do
faveiro (Dimorphandra mollis Benth). A sua baixa solubilidade em agua (0,125 g/L)
associada a sua alta massa molecular (610,5175 g/mol) € uma barreira para sua aplicagdo
farmacoldgica, limitando o seu uso industrial e o aproveitamento efetivo de suas
atividades bioldgicas (OLIVEIRA, 2015).

A rutina apresenta diversas propriedades farmacoldgicas como alta capacidade
antioxidante, atividade anticarcinogénica, atividade citoprotetora, atiplaquetaria,

cardioprotetora, neuroprotetora, antiplaquetaria e atividade vasoprotetora (NASSIRI-
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ASL et al., 2010). Estudos tém demonstrado que a rutina pode ser aplicada no
desenvolvimento de medicamentos para auxiliar no combate e prevencdo de doencas,
como céncer e enfermidades relacionadas ao coragdo. Esta capacidade benéfica esta
relacionada principalmente ao seu alto poder antioxidante (DRISKO et al., 2003;
LOLITO, FREI, 2006).

E encontrada comercialmente em forma de capsulas, podendo ser o (nico
composto ativo do farmaco ou ainda em conjunto a outras substancias, como por exemplo,
a vitamina C (BECHO et al., 2015).

Diversos processos para a extracdo de compostos bioativos sdo conhecidos. O
processo de extracdo com solvente € amplamente aplicado e apresenta vantagens
significativas como, por exemplo, o uso de temperaturas moderadas de trabalho,
possibilidade de utilizacdo de solventes seletivos e eficientes, possibilidade de controle
de temperatura e pH, além da facilidade de operacao do processo. Trata-se de um processo
que utiliza um solvente organico para a solubilizacdo do composto de interesse presente
na matriz alimenticia. Neste caso, a interacdo solvente/soluto é um parametro importante
a ser analisado. O soluto deve apresentar uma boa solubilidade no solvente escolhido,
para que ocorra uma melhor e mais facil extracdo e diminua possiveis interferéncias
causadas por outros constituintes da matriz (STRATI et al., 2014).

O uso de solventes organicos pode resultar em poluicdo ao meio ambiente,
dependendo do grau de toxicidade. Estudos demonstram que estes reagentes quimicos séo
responsaveis pelo efeito estufa e processo de eutrofizacdo do meio. Um exemplo que pode
ser citado € o solvente diclorometano, sua liberacdo no ambiente pode acarretar danos a
camada de ozonio, devido a liberacdo de cloro durante a sua decomposi¢do (COTTA et
al., 2009).

Outros métodos tém sido avaliados para a extracdo de compostos de interesse dos
residuos de tomate, como por exemplo, a extracdo-assistida por ultrassom. Essa técnica
se caracteriza pela utilizacdo de ondas ultrassénicas para realizar a modificacdo quimica
e/ou fisica do composto de interesse, possibilitando, desta maneira, a sua extracdo da
matriz. Este método pode vir a substituir o processo de extragcdo com solventes organicos,
apresentando como vantagens um menor custo de processo, facilidade de operacdo e
maior velocidade de extracdo (SANTOS, 2013).

Ap0s as etapas de extracao, o extrato de rutina pode ser incorporado em outros
alimentos com o intuito de conferir caracteristicas funcionais, além de aplicacdes

tecnoldgicas, como por exemplo, corante natural. E importante ressaltar que a sua
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incorporacdo em alimentos para a atribuicdo de caracteristicas bioativas nao e totalmente
garantida, uma vez que a sua absorcao pelo organismo pode ndo ser efetiva; inmeros
fatores influenciam na bioacessibilidade do composto como os processos tecnoldgicos
aplicados a matéria-prima, a complexidade da matriz alimentar e a concentracdo de
lipideos presentes (RODRIGUES et al., 2016). Desta maneira, testes de bioacessibilidade
precisam ser incluidos nas avaliacGes. Bioacessibilidade € definida como a fragdo de um
determinado nutriente presente em uma matriz alimenticia que é liberada, denominada
fracdo bioacessivel, no trato gastrointestinal durante a etapa de digestdo (BENITO et al.,
1998).

Segundo Anastas e Tundo (2000), a quimica verde ou quimica para
sustentabilidade é definida como “a inveng¢ao, desenvolvimento e aplicagdo de produtos
quimicos e processos para reduzir ou eliminar, o uso e a geracao de substancias perigosas
a saude humana ¢ ao meio ambiente”. Com o decorrer dos anos, esses principios VEm
sendo inseridos no meio académico em atividades de pesquisa e ensino. Neste contexto,
este trabalho tem por objetivo a valorizacdo de um residuo agroindustrial, que seria
descartado na natureza, através de técnicas de extracdo com solvente considerado verde,
o etanol (TUNDO et al., 2000).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a bioacessibilidade e a estabilidade de extratos ricos em rutina obtidos por
extracdo convencional e assistida por ultrassom a partir do residuo proveniente do

processamento do tomate.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar fisica e quimicamente o residuo de tomate em po;

e Obter extratos ricos em rutina a partir do residuo seco, utilizando extracéo
convencional e por extracdo assistida por ultrassom;

e Avaliar a bioacessibilidade da rutina nos extratos obtidos;

e Determinar a estabilidade da rutina e sua bioacessibilidade nos extratos
armazenados em duas temperaturas, refrigeracdo (£ 8°C) e congelamento (£ -
2°C).



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 TOMATE

No final do século XVIII, em Pernambuco, iniciou-se a producdo de tomate em
territorio brasileiro. Entretanto, somente a partir de 1950, essa producéo foi estendida ao
estado de S&o Paulo, possibilitando a introducdo de diversas agroindustrias. Atualmente,
0 Centro-Oeste € considerado a regido brasileira com maior area cultivada de tomate
(EMBRAPA, 2006).

O Brasil € lider na producdo de tomate (Solanum lycopersicum L.), dentre os
paises da América do Sul e nono maior no mundo, focando principalmente no
processamento industrial, sendo também o maior mercado consumidor dos seus derivados
industrializados (EMBRAPA, 2006). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica — IBGE (2016), a producdo de tomate no ano de 2015 foi equivalente a cerca
4 milhGes de toneladas, com uma é&rea plantada equivalente a 63 mil hectares,
apresentando um rendimento médio da producdo igual a 66 mil kg de tomate por hectare
plantado. Espera-se para producdo de 2016 uma queda de aproximadamente 15,3%,
resultando em uma producéo equivalente a 3.511.941 toneladas.

O tomate, representado na Figura 1, é constituido, basicamente, de pericarpo e
polpa. O primeiro é constituido da pele ou epicarpo, 0 mesocarpo e uma camada

unicelular.

Pericarpo

’Epicarpo
Mesocarpo

Endocarpo

Sementes

Figura 1. Fruto de tomate (Solanum lycopersicum L.).

Fonte: Beneficios Naturais, 2016.



A mudanca na cor do fruto é decorrente do processo natural de amadurecimento,
onde ocorre 0 aumento da respiragéo e da concentragéo de etileno no tomate, onde ocorre
a quebra da clorofila presente na casca e a formacgdo de carotenoides, compostos
responsaveis pela coloracdo. Neste ponto a clorofila presente, que confere a cor verde ao
fruto, sofre degradacdo e € substituida pelos compostos responsaveis pela cor
avermelhada, os carotenoides. Diferentes tipos de tomate podem ser encontrados
atualmente no mercado como Carmen que € conhecido por ser de grande durabilidade e
sendo o mais comercializado no Brasil; tomate caqui, tomate holandés, tomate Débora,
tomate italiano, tomate cereja e tomate “sweet grapes”. De acordo com a variedade ha
diferenca na composicao, tamanho, colorac¢do, quantidade de sementes e quantidade de
polpa (AGEITEC, 2016).

O mercado de tomate processado apresenta um crescimento quando comparado
com o comércio de tomates para consumo in natura. A produtividade dos tomates para
processamento é maior, sendo este fato atribuido ao uso de espécies hibridas. Na década
de 1970 havia uma producéo de tomate de 12 milhGes de toneladas no mundo, entre o0s
anos de 2014-2015 esse numero chegou a 41,1 milhGes de toneladas. No Brasil, neste
mesmo periodo a producao foi de 1.400 milhao de toneladas por ano (WPTC, 2017).

Os produtos derivados de tomate no Brasil ainda apresentam um consumo
consideravelmente baixo, quando comparado ao consumo norte-americano. Enquanto o
brasileiro possui um consumo meédio de 1,9 kg per capita/ano, 0 consumo norte-
americano é de 9,5 kg per capita/ano, e se compararmos a um pais vizinho, como a
Argentina, o Brasil ainda assim apresenta um consumo baixo, levando em consideragéo
o consumo de 4,0 kg per capita/ano por este pais.

Os mais tradicionais e principais produtos derivados sdo 0 suco e o extrato de
tomate. Além destes sdo fabricadas conservas de tomates secos, ketchups e em paises
onde ha escassez da matéria-prima in natura sao produzidas conservas de tomates pelados
ou tomates sem pele. O setor de produtos derivados, no ano de 2000, produziu cerca de
350 mil toneladas de produtos derivados de tomate, sendo 41% de extrato simples, 30%
de molhos prontos, 15% de ketchup e 14% de polpa de tomate (SENAI, 2013). O extrato
de tomate concentrado e o molho pronto sdo os dois principais produtos comercializados
no mercado brasileiro e se diferenciam quanto ao teor de sélidos soluveis, sabor, cor e
acidez (DANTAS, 2008).



3.1.1 Composic¢édo Quimica do Tomate

A composicdo quimica do tomate (Lycopersicon esculentum) sofre variagdes de
acordo com o nivel de maturacéo do fruto, também, de acordo com cada espécie de tomate
existente, a qualidade do solo de cultivo e a adi¢do ou ndo de fertilizantes (EMBRAPA,
2006, MONTEIRO et al., 2008). De forma geral, é composto basicamente por agua em
uma quantidade variando de 93% a 95% de seu peso, nos 5% a 7% restantes sao
encontrados acidos organicos, acucares, compostos inorganicos, sélidos insollveis,
baixos niveis de gordura e outros compostos, presentes em menor concentragdo, como
por exemplo, as vitaminas (EMBRAPA, 2006).

Os &cidos organicos representam 10% do total da matéria seca do tomate, com
destaque para os acidos citrico e malico, acUcares redutores como glicose e frutose,
somam 50% do total e minerais como potassio, fésforo e nitrogénio sdo os principais
encontrados no tomate, totalizando 8% de matéria seca (FERRARI, 2008). O Quadro 1,
a seguir, apresenta a composicao nutricional do tomate in natura.

Os acucares soluveis e 0s &cidos organicos sdo responsaveis pelo sabor do fruto e
tém grande impacto na qualidade do produto. Esses compostos sdo encontrados no tomate
principalmente na etapa de amadurecimento. A qualidade do produto é afetada, também,
pela presenca de enzimas, tais como a pectinametilesterase (PME) e poligalacturonase
(PG), sendo importantes para 0 amaciamento do fruto, realizando a hidrolise da pectina
presente (MONTEIRO et al., 2008).

Os carotenoides sdo substancias que tem sido amplamente estudadas devido a sua
atividade benéfica ao organismo humano, na prevencdo de algumas doencas. O
carotenoide encontrado em maior quantidade no tomate é o licopeno, responsavel pela
coloracdo vermelha observada no fruto (BORGUINI, 2006).



Quadro 1. Composicéo centesimal do tomate (Lycopersicon esculentum) in natura.

Componente Concentracao em 100g

Agua 93a97g
Matéria seca 5a7g
Sélidos soluveis 35a6,09
Fibra alimentar 0,5a0,6¢
Proteina 0,7allg
Gordura 0,13a0,30g
Boro 0,06 a 0,13 mg
Caélcio 6,02 a 34 mg
Cobre 0,05a 0,33 mg
Enxofre 6,72 a 10,3 mg
Ferro 0,29 a 0,44 mg
Fosforo 17,4 a 43 mg
Magnésio 7,06 a 8,53 mg
Potassio 25a 190 mg
Saédio 1,09 a 2,08 mg
Zinco 0,12 a 0,19 mg
Manganés 0,06 a 0,17 mg
Vitamina B1 (tiamina) 0,05 a 0,08 mg
Vitamina B2 (riboflavina) 0,03 a0,05 mg
Vitamina B3 (niacina) 50 a 750 mg
Vitamina B5 (acido

pantoténico) 0.5209mg
Vitamina C 18 a 40 mg
Vitamina E (a-tocoferol) 40 a 1200 mg

Fonte: ALVARENGA (2004); EMBRAPA (2006).
*1 U.I. = 0,6 ug de p-caroteno.




3.2 COMPOSTOS FENOLICOS

As plantas, de forma geral, produzem durante o seu ciclo de vida compostos
primarios e secundarios. Os compostos priméarios tém como funcdo o armazenamento de
energia, funcdo estrutural e plastica. Os metabolitos secundéarios, como é o caso dos
flavonoides, desempenham no tomate papel de coloracdo e defesa contra patogenos.
Quimicamente, possui em sua estrutura pelo menos um anel aromatico com um
hidrogénio substituido por um grupamento hidroxila. Sua sintese ocorre principalmente
através de duas rotas metabolicas, sendo elas a via do acido chiquimico e a via do acido
mevaldnico, sendo esta Ultima menos significativa. Em plantas superiores a grande
maioria dos compostos fenolicos séo derivados da fenilalanina, produto esse provindo da
rota do &cido chiquimico (VI1ZZOTO et al., 2010).

A rota metabolica do acido chiquimico esta representada, a seguir, na Figura 2.

Eritrose- Acido fosfoenolpiravico
-4-fosfato (resultante da glicélise)
(resultante da rota
da pentose-fosfato)
Rota do acido .
chiquimico Acetil-CoA
§ Rota do acido
Femlallanina [@ c’] maldnico
Y Acido cinamico [@‘ g]
Acido |
géllico l l l
Taninos [@— c,] [@— c,] [@— C, —@] Compostos
hidrolisaveis fendlicos
Compostos fendlicos simples Flavonoides variados
KO (&),
Lignina Taninos condensados

Figura 2. Rota metabdlica do acido chiquimico para a producao de compostos fendlicos.
Fonte: Vizzoto et al., 2010.

Devido a diversidade quimica encontrada nesses compostos a eles séo atribuidas
uma variedade de funcGes nas plantas, como acdo contra patdgenos e herbivoros, suporte
mecanico da planta, atrativo para dispersores de frutos ou polinizadores, protecdo
ultravioleta e reducgéo do crescimento de plantas competidoras adjacentes (SILVA et al.,
2010).

Compostos fendlicos tém agdo antioxidante devido, principalmente, aos seus

radicais intermediarios estaveis, que impendem a acéo do oxigénio sobre os ingredientes



de diversos tipos de alimentos, além da sua capacidade de doar moléculas de hidrogénio
ou elétrons (BRANDWILLIAMS et al., 1995).

A classe de compostos fenolicos apresenta uma grande variedade e é dividida em
flavonoides (polifendis) e ndo flavonoides (fendis simples ou acidos fendlicos (RICE-
EVANS et al. 1996).

A classe de compostos nao flavonoides engloba compostos derivados dos acidos
hidroxicindmico e hidroxibenzoico, e sua capacidade antioxidante é atribuida
principalmente a posicédo dos grupos hidroxilas e também com a proximidade do grupo —
CO2H em relagéo ao grupo fenil, quanto maior a proximidade deste grupo maior sera a
capacidade antioxidante (SILVA et al. 2010).

Essa classe de compostos vem sido amplamente estudada principalmente devido
a sua capacidade antioxidante e seu possivel efeito na prevencdo de diversas doencas
relacionadas ao coracdo, cancer e doencas neuroldgicas, além da sua atividade anti-
inflamatéria (SANCHEZ-MORENO, 2002).

3.3 FLAVONOIDES

Os flavonoides e seus glicosideos sdo considerados os principais constituintes da
classe de metabdlitos secundarios e compreendem um grupo de compostos fendlicos
encontrado em plantas e vegetais. Encontram-se sob muitas formas como flavonas,
isoflavonas, flavononas, flavonois, catequinas, antocianinas e chalconas. Séao
caracterizados por ser parte da classe de compostos fendlicos que se diferem devido a sua
estrutura quimica e algumas outras caracteristicas, além de ser um grupo de compostos
naturais que apresentam um grande interesse tecnologico devido as suas propriedades
antioxidantes (VAN ACQUIRE, 1996; BEHLING et al., 2004).

Gréos, frutas, vegetais e flores séo alguns exemplos de fontes deste composto. Sua
estrutura quimica consiste em um esqueleto de difenil propano (Cs¢C3sCs) com dois anéis
benzénicos ligados a um anel pirano, como apresentado na Figura 3, a sequir (BEHLING
etal., 2004).
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Figura 3. Estrutura basica dos Flavonoides. Anéis benzénicos (A e B) e anel pirano (C).
Fonte: (BEHLING et al., 2004).

Os flavonoides podem ser encontrados na forma de agliconas, glicosideos ou
como parte constituinte de estruturas que contenham flavonoides, como por exemplo, as
flavolignanas, porém regularmente ocorrem como glicosideos (BEHLING et al., 2004).
S&o considerados componentes importantes na dieta humana apesar de, geralmente, ndo
serem consideradas substancias nutritivas. Estima-se que o consumo humano diario deste
componente varie entre 26 mg e 1g/dia por meio da alimentacdo, principalmente pelo
consumo de frutas e vegetais (HOLLMAN & KATAN, 1999).

Segundo Hertog e colaboradores (1993), altas concentracfes de quercetina séo
encontradas na cebola (284-486 mg/kg), maca (21 - 72 mg/kg) couve, vagem, brécolis,
repolho e tomate. Em bebidas também ha relatos da presenca de quercetina, sendo
encontrada principalmente em cerveja, café, achocolatado, vinho tinto, vinho branco,
suco de limdo, suco de tomate e cha preto sendo este 0 que apresentou uma maior
concentracdo, em torno de 10 e 25 mg/L.

O principal flavonoide encontrado no tomate é a chalconaringenina, além dos
rutinosideos da quercetina (rutina) e do kaempferol, sendo que estes dois Gltimos
compostos encontrados preferencialmente na casca do fruto (SLIMESTAD et al., 2008).

Devido as suas propriedades quelantes de ions metalicos e sequestrantes de
radicais livres, os flavonoides sdo considerados compostos antioxidantes, realizando
assim a protegdo dos tecidos contra a acéo dos radicais livres e da peroxidacéo lipidica.
A capacidade antioxidante dos flavonoides esta atrelada ao radical hidroxila (OH) e ao
anion superoxido (O%), presentes em sua estrutura, que sdo espécies altamente reativas e
diretamente ligadas & iniciagdo da reacdo de peroxidacdo lipidica (BEHLING et al.,
2004).

Alguns estudos vém mostrando a eficicia dos flavonoides provenientes de fontes

alimentares para a saude. Uma alternativa para a sua utilizacdo € como terapia
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complementar ao tratamento de cancer, considerando que os efeitos antioxidantes tendem
a reduzir os efeitos colaterais dos tratamentos realizados, além de dados epidemiolégicos
mostrarem a agdo na reducgdo do risco de desenvolvimento de cancer em fungdo do
consumo deste composto. Porém, estudos ainda precisam ser aprofundados devido a
divergéncias existentes a sua eficacia, uma vez que ha relatos da diminuicdo do efeito dos
tratamentos para o cancer devido a utilizacdo de compostos antioxidantes, como 0s
flavonoides. A maioria destas doencas estd associada ao aumento do estresse oxidativo,
em contrapartida, os flavonoides sdo compostos altamente antioxidantes, desta forma o
seu consumo na dieta auxilia o combate de doencgas devido aos seus mecanismos
antioxidantes (DRISKO et al., 2003; LOLITO, FREI, 2006).

3.4 RUTINA

A rutina ou vitamina P (Quercetin-3-rhamnoglucoside ou 3,3°,4°,5,7-
pentahydroxyflavone-3-rhamnoglucoside) é um flavonol glicosidico de baixo peso
molecular pertencente a uma classe importante de flavonoides, descoberto pela primeira
vez no seculo XIX em trigo sarraceno, sendo encontrado em grande quantidade na
natureza e em diferentes vegetais. Uma importante qualidade terapéutica é sua capacidade
de normalizacdo da resisténcia e permeabilidade das paredes dos vasos capilares, além da
sua capacidade antioxidante (PEDRIALI, 2005).

A rutina apresenta uma estrutura basica (Figura 4) sendo composta por uma
molécula de quercetina ligada a duas moléculas, uma glicose e uma raminose,
substituintes na posicdo 3 do anel pirano. Esta combinacdo é nomeada como rutinose,
provindo dai o nome do composto (PEREIRA, 2017).

Figura 4. Estrutura basica da Rutina.
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Esse flavonoide é amplamente encontrado em diversas fontes alimentares, entre
elas cebola, macas, tomates, uva, trigo sarraceno e em algumas bebidas como vinho tinto
e cha preto. As maiores fontes de rutina séo a arvore japonesa pagoda, trigo sarraceno e
nos frutos do faveiro (THOMPSON et al., 1999).

Entre os flavonoides estudados, a rutina tem recebido atencdo especial em funcéo
das suas diversas atividades farmacoldgicas atreladas a sua alta capacidade antioxidante.
Em pesquisas recentes é possivel encontrar informagdes de como esse composto atua no
combate, prevencdo ou melhora de alguns quadros patoldgicos. Insuficiéncia dos vasos
linfaticos e venosos, fragilidade capilar, alteracdes do campo visual e perda da acuidade
visual sdo algumas doencas em que a rutina pode ser empregada devido as suas atividades
terapéuticas. A rutina atua melhorando a absorcdo do acido ascorbico (Vitamina C) no
organismo, e atuando sinergicamente esses compostos auxiliam na protecdo das
estruturas capilares (VALANDRO et al., 2015).

A rutina é comercializada, atualmente, sob forma de capsulas. Pode ser encontrada
na forma de Unico ativo ou em conjunto com substancias como &cido ascoérbico (Vitamina
C), sendo a sua dose diaria recomendada variando entre 900 e 3000mg (BECHO et al.,
2015).

3.5 RESIDUOS DO PROCESSAMENTO DE TOMATE

Durante o processamento do fruto para obtencédo dos produtos derivados, o residuo
gerado, composto pela pele e as sementes, corresponde a aproximadamente 5 a 10% do
peso total do tomate (DELL VALLE et al., 2006). Dentro da industria de tomates, a polpa
é a parte de maior interesse do fruto, sendo especialmente utilizada para o processamento
e fabricacdo de produtos. Pele e sementes sdo caracterizadas como subprodutos ou
residuos e desta maneira descartados e inutilizados durante a producdo de produtos
derivados. Esta parcela de subprodutos € empregada para alimentacdo animal, uma vez
que se trata de um produto bastante nutritivo, apresentando proteinas, lipideos,
carboidratos e minerais (FERRARI, 2008).

Segundo Rodriguez e colaboradores (2009), o residuo apresenta altos valores de
fibra como a Fibra em Detergente Neutro (FDN) e Fibra em Detergente Acido (FDA),
fazendo com que o residuo seja classificado como residuo volumoso. Apresenta, tambem,
alto teor de proteina bruta (PB) podendo chegar a 22,1%, sendo considerada uma boa

fonte de lisina. Entretanto, esta proteina ndo esta totalmente disponivel para a utilizagéo
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do organismo animal, devido ao tratamento realizado para a extracdo da polpa do fruto in
natura.
Na Figura 5, sdo apresentadas genericamente as etapas de processamento de

tomate para a obtencao de suco.

Recepgao

l

Selecdo
l

Classificagao

l

Lavagem

l

Despolpamento —*

l

Suco

l

Concentragao

l

Pasteurizagao

Acondicionamento

l

Resfriamento

|

Armazenamento

Residuo de Tomate
(casca e semente)

Figura 5. Diagrama esquematico de producéo de suco de tomate.
Fonte: Melo, 2010.

Segundo a literatura, os residuos resultantes do processamento de tomates
apresentam em sua composicao, especificamente na casca, compostos fenélicos sendo
encontrados principalmente acidos fendlicos, como o acido géalico e alguns flavonoides
como a chalconaringenina e a rutina (MELO, 2010). As sementes sdo ricas em lipideos
(25%) e proteinas (35%) e representam cerca de 10% do peso total do fruto e 60% do
total de residuos (SCHIEBER et al., 2001).

Devido a grande quantidade de residuos gerados durante o processamento, estudos
foram realizados (Quadro 2), utilizando estes como matéria-prima, para a extracao de
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diferentes compostos com alto valor econémico e nutricional agregado e que possam

promover efeitos benéficos a satde (MELO, 2010).

Quadro 2. Alternativas para o aproveitamento de residuos agroindustriais.

Mateéria-prima

Composto alvo

Meétodo de extracao

Autor

lactato de etila).

Residuo de . Microemulsdo e .
Tomate Licopeno ultrasom. Rigi et al. (2016).
Residuo de . Grassino et al.
Tomate Pectina Ultrassom. (2016).
Residuo de Licopeno Soxhlet. Ruiz et al. (2000).
Tomate
Solventes organicos
Residuo de Carotenoides (etanol, hexano, Strati e Oreopoulou
Tomate acetato de etila e (2011)

Compostos

Bagaco de Uva fenolicos Ultrassom. Centeno et al. (2014)
Compostos . . Boonchu e Utama-
Bagaco de Uva fenolicos Leito agitado. Ang (2015)
Residuo de uva, Compostos Fermentacdo solida e Zambrano et al.,
. s tratamento
maga e pitaya fendlicos L 2018
enzimatico.
Residuo de café Com,ppstos Hldrollsej aquosa Mayanga-Torres et
fenolicos subcritica. al., 2017

3.6 METODOS DE EXTRACAO

O método de extragdo influi diretamente na estabilidade e integridade dos
compostos termossensiveis, portanto a escolha do método de extracdo deve atender aos
objetivos do trabalho em questdo. Alguns fatores podem ser levados em consideracédo
como: a seletividade do método para o composto de interesse, a recuperacao do analito,
a toxicidade do solvente empregado, o volume necessario do solvente, o tempo de
extracdo e o0 nimero de passos de clean-up necessarios apds todo o processo de extracdo
(COTTA et al., 2009).

Dentre 0os métodos utilizados para a extracdo de rutina, a utilizacdo de solventes
organicos € a mais aplicada. Thoo e colaboradores (2013) realizaram um processo de
extracdo de rutina de um fruto da arvore Morinda citrifolia utilizando etanol 75% como
solvente extrator e obteve 1,21 mg de rutina/g de extrato. Entretanto, outros métodos
avancados vém sendo descritos para a extracdo de rutina do residuo de tomate, dentre eles

a extracdo utilizando fluidos supercriticos, extracdo assistida por ultrassom, extragdo
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utilizando enzimas e extragdo assistida por micro-ondas (POOJARY et al., 2015). Como
exemplo da utilizacdo da tecnologia de ultrassom temos Xie e colaboradores (2014), que
realizaram a extracdo assistida por ultrassom para a obtencgéo de rutina de Flos Sophorae
Immaturus e obtiveram 0,288 mg de rutina/g de extrato, enquanto Liza e colaboradores
(2010) obteve rutina de Strobilanthes crispus atraves da extracdo com fluido supercritico

e obteve um extrato com 8,47 mg de rutina/g de amostra.

3.6.1 Extracdo convencional utilizando solvente organico

Esse método de extracdo pode ser aplicado para diversas variedades de vegetais.
A sua utilizacdo tem como principio separar determinados compostos a partir de uma
matriz alimenticia, podendo ser sélida ou liquida. O solvente utilizado tem por objetivo
difundir-se no interior da matriz e realizar a dissolucdo dos compostos soluveis presentes
(AGUILERA, 2003).

Na extracdo sélido-liquido € importante que o composto de interesse apresente
uma melhor solubilidade no solvente escolhido, facilitando a separacdo dos outros
compostos e as possiveis interferéncias causadas. Estudos vém sendo desenvolvidos em
busca da otimizacdo dos parametros de extracdo, como temperatura 6tima de trabalho,
tipo de solvente, razdo solvente substrato, tamanho de particula e tempo ideal de extracao
(STRATI et al., 2014).

A extracdo de rutina pode ser realizada utilizando-se solventes organicos como
acetona, hexano, etanol, cloroférmio, éter de petrdleo entre outros. Segundo Poojary
(2015), a utilizagdo de misturas de solventes organicos como por exemplo,
hexano/acetona ou hexano/etanol, é possivel obter-se um composto mais estavel quando
comparado a extracao realizada apenas com diclorometano ou metanol. A extracdo por
solvente é uma técnica de referéncia quando métodos alternativos de extracdo sdo

avaliados.
3.6.2 Extracéo assistida por ultrassom
As ondas ultrassonicas sdo analogas as ondas de som, diferindo-se apenas na

frequéncia de onda em que se encontram. Ondas ultrassonicas apresentam frequéncia

acima de 16 kHz e ndo sdo detectaveis ao ouvido humano (FELLOWS, 2006).
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O processo de ultrassom € conhecido por apresentar um efeito bastante
significativo em processos tanto na indudstria quimica quanto na industria de alimentos e
tem substituido os processos de extragdo convencionais por apresentar vantagens, como
baixo custo de operacdo, facil manipulacdo, simplicidade e velocidade de extracdo
(SANTOS, 2013).

Ondas sonoras de alta frequéncia, aplicadas durante esta técnica, ocasionam
mudangas quimicas e/ou fisicas no composto de interesse. Essa mudanca ocorre devido a
variacdo da pressdo de processo durante o fenémeno de cavitacdo; podendo causar
também o aumento da temperatura além do rompimento nos sélidos, devido a
instabilidade na interface do sistema. As principais caracteristicas observadas durante a
aplicacdo do ultrassom na amostra sdo 0 aumento da permeabilidade da parede celular,
aumento da tensdo mecanica das células e a producéo de cavitacdo (SANTOS, 2013).

No momento em que as ondas de ultrassom atingem a superficie do alimento
uma forca € gerada, podendo ser essa forga perpendicular ou paralela a superficie. A forca
perpendicular cria como resposta uma onda de compressdo que se move atraves do
alimento, diferentemente da forca paralela que produz uma onda de cisalhamento
(FELLOWS, 2006).

As alteracbes de pressdo e temperatura, ocasionadas pela aplicacdo de
ultrassom, ocorrem de forma bastante rapida, provocando como consequéncia, 0
rompimento por cisalhamento, surgimento de bolhas em alimentos liquidos ou cavitacgéo,
reducdo da espessura da membrana celular, producdo de radicais livres e aquecimento
localizado (FELLOWS, 2006).

Devido ao fenbmeno de cavitagdo, a extragdo assistida por ultrassom tem se
tornado uma boa alternativa para a substituicdo da convencional extracdo por solvente
organico. A cavitacdo € causada pela interacdo entre o liquido, o gas dissolvido no meio
e as ondas ultrassonicas, podendo ser gerada com a aplicagéo de frequéncias entre 20 kHz
e até maiores que 1 MHz. A aplicacdo de um campo acustico forca uma bolha livre a
oscilar sobre o seu raio de equilibrio. Durante a fase de contracdo, a concentracao de gas
no interior da bolha aumenta e o gas se difunde para o exterior. Da mesma forma, durante
a fase de expansdo, a concentracdo diminui e o gas se difunde para a bolha (STRATI et

al., 2014). Na Figura 6, a seguir € apresentado a ocorréncia do fenémeno de cavitagéo.
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Figura 6. Efeito de cavitacgéo.
Fonte: Barba et al. (2006).

Para que a extragdo assistida por ultrassom ocorra de forma eficiente alguns
parametros devem ser analisados e ajustados, como a temperatura de trabalho, o tempo
de extracdo, a poténcia e a frequéncia aplicados. Lipideos, flavonoides, carotenoides,
triterpenoides, compostos aromaticos e hemicelulose sdo alguns grupos de compostos que
tém sido extraidos de matrizes alimenticias pelo processo de ultrassom (SANTOS, 2013).

Diferentes concentraces de compostos e diferentes extratos podem ser obtidos
de acordo com os parametros adotados na técnica de ultrassom. Estudos aplicaram a
técnica de extracdo assistida por ultrassom para obtencéo de rutina. Deng e colaboradores
(2017) obtiveram 182,25 mg de rutina/g de amostra de azeitona utilizando poténcia de
150W, 15 minutos de extracdo a 20°C, solvente etanol 70% e razao sélido/liquido de 1:25
(g/ml); enquanto Vajic e colaboradores (2015) extrairam 0,06 mg de rutina/g de amostra
proveniente da planta Aronia melanocarpa pela mesma técnica, adotando os seguintes
parametros: poténcia de 240W, temperatura de 47°C, tempo de 30 minutos, solvente
extrator metanol 80% e razdo sélido/liquido 1:22 (g/ml).

Uma das principais desvantagens associadas a rutina € a sua baixa
biodisponibilidade, devido principalmente a sua baixa solubilidade em &gua, baixa
estabilidade do composto e limitada permeabilidade a membrana. Estes fatores séo
determinantes, uma vez que dificultam o efeito biol6gico in vivo da rutina, em
contrapartida, a molécula de rutina demonstra bioatividades em diferentes sistemas in
vitro (GULLON et al., 2017). Desse modo ao escolher a técnica de extracdo que sera
aplicada no residuo deve-se avaliar a influéncia desta na bioacessibilidade do composto

alvo extraido.
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3.7 BIOASSECIBILIDADE

A disponibilidade de um determinado composto para a sua absorc¢do dentro do
organismo humano é definida como bioacessibilidade, porém o termo biodisponibilidade
é utilizado em alguns casos dando uma idéia mais ampla, contemplando a quantidade
disponivel do composto assimilada pelas células. Em ambos os casos ha a dependéncia
das caracteristicas de cada composto e da matriz em que se encontram, além dos fatores
inerentes a cada organismo, como a acidez do estdmago, as concentracdes e atividades
enzimaticas, a dose e a natureza de cada composto e o estado fisiologico do individuo.
Na grande maioria dos casos, a bioacessibilidade e a biodisponibilidade dos compostos
dependem diretamente das propriedades fisicas da matriz alimentar, do tamanho de
particula da amostra, dos pré-tratamentos realizados e da qualidade (PARADA &
AGUILERA, 2007).

A determinacdo da biodisponibilidade dos constituintes de um alimento €
caracterizada por ser um processo complexo onde ha etapas de digestdo, captacdo
intestinal e absorcdo do nutriente, além da distribuicdo do composto para os tecidos e a
sua utilizacdo dentro do organismo (BRAMLEY, 2000).

Em estudos sobre a nutricdo humana, realizados nos anos 80, constatou-se que o
consumo de alimentos ricos em determinados nutrientes ndo garante a sua total absorgéo
e utilizacdo pelo organismo. Alguns fatores afetam diretamente a absorcdo, como a
estrutura quimica do composto, a interacdo existente entre as varias classes de compostos,
e a quantidade ingerida na dieta (CONSTANT, 2016).

Para a determinacgéo da bioacessibilidade de compostos, duas formas podem ser
adotadas. A determinacdo in vivo € realizada com a utilizacao de organismos vivos, sendo
humanos e animais, objetos neste processo. Porém, ha grandes desvantagens na utilizacao
deste processo, como a limitacdo do seu uso para grandes nimeros de amostras € a
complexidade da realizacdo. O método de determinac&o in vitro tem sido mais utilizado
por apresentar metodologia mais simples, rapida e ainda possuir a possibilidade de
avaliacdo de um nimero maior de amostras, sendo assim mais vantajoso (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2010).

Alguns modelos tém sido utilizados para as analises de bioacessibilidade in vitro.
Os métodos, usualmente, tém como principio a simulacéo das condi¢des da digestéo oral,
do estbmago, do intestino delgado e do intestino grosso (CHEN et al., 2011). Os modelos

de bioacessibilidade in vitro podem ser separados em duas formas:
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Modelos estaticos: € o método mais simples de simulacao, processos fisicos como
hidratacdo, cisalhamento e homogeneizagédo sdo desconsiderados nas etapas de
digestdo oral, gastrica e intestinal, além da utilizacdo de enzimas, sais biliares em
condicdes de pH e temperatura controlados.

Modelos dinamicos: é o método mais complexo de analise onde 0s processos
fisicos e mecéanicos sdo simulados juntamente as mudangas temporais que
ocorrem durante o processo de digestdo oral, gastrica e intestinal (MINEKUS et
al., 2014).
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4 MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi executada no Laboratorio de Bioacessibilidade e Plantas Piloto
de OperacBes Unitarias da Embrapa Agroindustria de Alimentos.

4.1 MATERIAL

Como matéria prima para a extragéo de rutina foi utilizado o residuo obtido do
despolpamento do tomate tipo Carmen, adquirido no Ceasa/RJ.

O fluxograma do processo de despolpamento, apresentado na Figura 7, ilustra o
processo para a obtencéo do extrato rico em rutina, a partir do residuo do despolpamento

do tomate in natura.

| Tomate in natura

— l ___________ :

Despolpamento  [—» | Polpa de Tomate

Residuo (Sementes |
e Casca)

__________ l

Secagem

Residuo seco

__________ l

Separagdo de
sementes e casca

—> |  Semente seca

Casca seca

___________ l

Extragdo

!
! l

Extragdo Extragdo assistida
Hidroalcodlica por Ultrassom

Figura 7. Diagrama esquematico da obtencéo de extratos.
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4.2 PREPARO DA AMOSTRA

Para a obtencdo do residuo, foram utilizados tomates in natura previamente
higienizados em solugédo de cloro 200 ppm e cortados em forma de cruz, (Figura 8); o
despolpamento foi realizado na planta piloto de operacdes unitarias da Embrapa
Agroindustria de Alimentos em despolpadeira horizontal da marca Bonina 0,25 dF
(Itametal, Itabuna, Brasil), constituida de uma peneira de 1,5 mm de didmetro. Apds o
despolpamento, polpa e residuo (casca e sementes) foram acondicionados em recipientes

separados; a polpa foi acondicionada em sacos plasticos e armazenada a -18°C.

-

Figura 8. Tomate cortado em cruz utilizado para a obtengéo do residuo.

Posteriormente o residuo Umido (Figura 9) foi seco em secador convectivo
composto por bandejas em aco inox, a temperatura de 60°C com velocidade do ar média
de 0,42 m/s, por um periodo de 24 horas, e em seguida em uma despolpadeira Bonina
0,25 dF (Itametal, Itabuna, Brasil) foi realizada a separacdo de casca e semente.
Juntamente a separacdo ocorria a moagem da casca sendo obtido ao final um residuo com
tamanho de particula menor; a porcdo de casca seca foi utilizada para as analises

subsequentes. O rendimento da amostra foi calculado de acordo com a Equacéo 1.
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Rendimento = Peso do residuo (Umido ou seco) %100 (Equagéo 1)

Peso do tomate in natura

Figura 9. Residuo de tomate disposto em bandejas de a¢o inox.

A casca entdo foi caracterizada em relacdo a tamanho de particula, cor, umidade,
compostos fenolicos e atividade antioxidante segundo o método de TEAC (Trolox

Equivalent Antioxidant Capacity).

4.3 EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

A extragdo assistida foi realizada em equipamento de ultrassom Hielscher UIP
1000hd, Alemanha, com probe ultrassonico de 18 mm de didmetro. Os parametros de
extracdo foram realizados segundo a metodologia de Deng e colaboradores (2017), com
modificagoes.

Inicialmente, a extragdo por ultrassom seria realizada de acordo com a
metodologia de Deng e colaboradores (2017), onde parametros foram fixados em tempo
de 15 minutos, poténcia de 150 W, razdo solido/liquido 1:25, solvente extrator etanol 70%

(v/v), frequéncia variando entre 60-62 kHz e temperatura de 20°C. Devido a limitaces
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do equipamento (Hielscher UIP 1000hd) utilizado no presente trabalho foram necessarias
modificacbes na metodologia, ndo foi possivel realizar o controle da temperatura e
frequéncia devido as condicGes de operacdo do equipamento utilizando durante o
experimento, o tempo de extracdo foi também ajustado em funcéo das mesmas limitagdes.
Desta forma, para a extracdo de rutina foi entdo adotada uma poténcia fixa de 150 W, por
um tempo de operacdo igual a 10 minutos, utilizando como solvente extrator solugao
hidroalcodlica 70% e razédo solido/liquido de 1:25, em sistema batelada de 150 mL em
triplicata. A temperatura inicial de operacédo foi de 26°C + 2°C e a temperatura final foi
de 82°C + 2°C. Apo6s o término do tratamento, os extratos foram filtrados a vacuo e
acondicionados em frascos de vidro sob refrigeracdo, entre 6 e 10°C, até a realizacdo das
analises.

Os extratos foram submetidos as analises de compostos fendlicos pelo método de
Folin Ciocalteu, quantificacdo de rutina equivalente, determinacdo de atividade
antioxidante pelos métodos de TEAC ("Trolox Equivalent Antioxidant Capacity") e
ORAC ("Oxygen Radical Absorbance Capacity") e bioacessibilidade da rutina.

4.4 EXTRACAO CONVENCIONAL COM SOLVENTE ORGANICO

A extragdo pelo método convencional com solvente foi realizada segundo Thoo e
colaboradores (2013), com modificacbes, em banho termostatico com agitacdo em
triplicata. O tempo adotado para a operacdo foi de 40 minutos utilizando-se uma solucédo
hidroalcodlica 70% (v/v) como solvente extrator, a temperatura adotada foi de 57°C e
razdo solido/liquido de 1:25, sendo utilizados 6 + 0,05 gramas de residuo para um volume
final de solvente igual a 150 mL.

Os extratos obtidos foram filtrados a vacuo, acondicionados em embalagens de
vidro e armazenados em camaras de refrigeracédo a temperatura entre 6 e 10°C.

Os extratos foram submetidos as andlises de compostos fenodlicos totais pelo
método de Folin Ciocauteu, quantificacdo de rutina equivalente, determinacdo de

atividade antioxidante pelos métodos de TEAC e ORAC e bioacessibilidade da rutina.
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4.5 METODOS ANALITICOS

A casca de tomate em pé foi caracterizada de acordo com analises de cor
instrumental, umidade, tamanho de particula, capacidade antioxidante e compostos
fendlicos totais; ambas as analises foram realizadas em triplicata.

Capacidade antioxidante, quantificacéo de rutina, determinacao de fendlicos totais
e bioacessibilidade dos extratos obtidos pela extracdo assistida por ultrassom e dos
extratos obtidos pela extracdo classica por solvente foram determinadas de acordo com
as metodologias descritas a seguir.

4.5.1 Determinacdo da Capacidade Antioxidante

A determinagdo da capacidade antioxidante foi realizada nos extratos atraves de
dois métodos distintos. A primeira determinacdo foi realizada segundo a metodologia
descrita por Rufino et al. (2007) seguida da quantificacdo descrita por Re et al (1999), a
qual é baseada na descoloracdo do radical livre ABTS™ (acido 2,2"-azino-bis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico sal diamdnio). Os resultados foram expressos em pumol de
Trolox (6-hidroxi — 2,5,7,8 — tetrametilcromo — 2 — acido carboxilico 97% de pureza),
utilizando uma curva de calibracao deste antioxidante hidrossollvel, andlogo da vitamina
E. Os resultados foram expressos em pmol Trolox equivalente/g de amostra.

Outro método adotado para a determinacdo da capacidade antioxidante foi o
método ORAC. As analises foram realizadas de acordo com a metodologia descrita por
Zuleta et al. (2009), sendo realizadas em microplacas a temperatura de 37°C, em
fluorimetro. O comprimento de onda de excitacdo é de 485 nm e o comprimento de
emissdo é de 535 nm. Os resultados foram expressos em pmol de trolox equivalente/g de

extrato e calculado através da Equacdo 2, descrita a seguir.

[M_b]
a

ORAC (umol Trolox.g™')= (Equagéo 2)

concentragdo amostra

Onde:
e b: Valor onde a curva intercepta o eixo y;
e a: Valor dainclinacdo da curvae;

e Concentragdo da amostra: Massa em g em um litro de solugéo (g.L™?).
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4.5.2 Analise de quantificacdo de Rutina

Para identificacdo e comprovacéo da presenca de rutina nos extratos analisados,
foi realizada primeiramente uma analise utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia nos extratos brutos. Posteriormente, méetodo espectrofotométrico foi adotado

nas demais amostras por apresentar custo menor e maior rapidez de realizagéo.

4.5.2.1 Anélise de quantificagcdo de Rutina por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

A analise cromatografica foi realizada segundo Nascimento (2015) em
Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia Waters® Alliance modelo 2690/5 (Milford,
USA), com detector de arranjo de fotodiodos Waters® modelo 2996 (varredura 210 a 600
nm, e com quantificagdo em 270). Coluna Thermo BDS HYPERSIL Cig (100x4; 2,4 um),
com temperatura da coluna igual a 30°C, detector em modo de elui¢do gradiente,
apresentado no Quadro 3, de acido fosforico 1,5 mL/L em &gua (Fase A) e acetonitrila
(Fase B) com fluxo de 1,2 mL/min. O volume de injecdo adotado foi de 10 pL e o tempo
de corrida igual a 28 minutos.

Quadro 3. Gradiente de eluicdo das fases moveis.

Tempo | Fluxo (mL/min) | Fase A (%) | Fase B (%)
0 1,0 95,0 5,0
6 1,0 95,0 5,0
12 1,2 88,0 12,0
18 1,2 88,0 20,0
20 1,2 50,0 50,0
24 1,2 50,0 50,0
25 1,2 95,0 5,0
28 1,0 95,0 5,0

Fonte: Nascimento (2015).

4.5.2.2 Anélise de quantificagdo de Rutina equivalente por método espectrofotométrico

A determinacdo de rutina equivalente foi realizada segundo a metodologia de

Sobrinho e colaboradores (2008) com modifica¢Ges, onde 1 mL de cada extrato obtido
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foi transferido para bal6es volumétricos de 25 mL, posteriormente foram acrescentados
0,6 mL de &cido acético glacial, 10 mL de solucdo de piridina 20% (v/v) e 2,5 mL de
cloreto de aluminio em metanol (50,0 mg/L), volume final avolumado com &gua. As
amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 30 minutos e entdo foi realizada
a leitura a 420 nm no espectrofotémetro (Shimadzu® UV-1800, Kyoto, Japao).

Uma solucéo padréo de rutina na concentragdo de 7,5 mg/mL foi preparada para
a construgéo da curva de calibragéo e diluicdes foram realizadas (10x, 7X, 5%, 3x e 2x)
(Figural0) (SOBRINHO et. al, 2008).

y = 0.2372x + 0,0462
R* =0,9897

|Abs|

Concentragao (mg/ml)

Figura 10. Curva de Calibragdo de Rutina.

4.5.3 Determinacao de Fendlicos Totais

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada segundo o método
espectrofotométrico de Singleton e Rossi (1965) O teor de fendlicos totais foi expresso
em mg de acido galico equivalente (AGE)/100g de amostra.

Para a reagdo, 500 uL do extrato a ser analisado foram pipetados em um tubo de
ensaio. Foi adicionado ao tubo, junto ao extrato, 2,5 mL de solucdo de Folin-Ciocalteu
10% e deixado a temperatura ambiente por 2 minutos. Decorrido este tempo 2,0 mL de
solucdo de carbonato de sodio 7,5% (m/v) foram adicionados. Realizou-se a agitacdo em
vortex e incubagdo em banho termostatico a 50° C por 15 minutos. Apos esse tempo 0s
tubos foram retirados do banho termostatico e colocados em banho de gelo para pausar a
reacdo. As leituras de absorvancia foram realizadas a 760 nm em espectrofotdmetro
(Shimadzu® UV-1800, Kyoto, Japéo).
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4.5.4 Determinacdo de Bioacessibilidade da Rutina

A determinacdo da bioacessibilidade da rutina foi realizada por meio da simulacéo
in vitro das fases oral, gastrica e intestinal da digestdo humana de acordo com a
metodologia de Garret et al. (1999) e adaptacdes de Failla et al. (2009). As solucdes foram
preparadas com agua Milli-Q.

Para a simulagdo da digestdo oral, foi utilizada solucéo saliva. Para a mesma,
preparou-se, inicialmente, uma solucdo de uréia 2,5% (p/V). Em seguida, em um baldo
volumétrico de 100 ml foram adicionados 2 mL de solucdo de KCI 89,6¢/L, 2 mL de
solucdo de KSCN 20g/L, 2 mL de solugdo de NaH.PO4 88,8g/L, 2 mL de solucéo de
NasPOs 57g/L, 340 puL de NaCL 175,3g/L, 360 uL de NaOH 1M e 1,6 mL de solucdo de
uréia 25g/L; o baldo foi avolumado com &gua Milli-Q. Esta solucao foi denominada como
solucdo 1 e posteriormente foi utilizada para o preparo da solucéo saliva. Em um becker
foram pesados 0,29 g de a-amilase e 0,01 g de mucina e utilizando a solucéo 1 foi
realizada a solubilizacdo das enzimas. A solu¢do 1 juntamente com as enzimas é chamada
de solugéo saliva.

Aos tubos Falcon contendo as amostras de extrato foram adicionados 7 mL de
solucdo saliva e ap6s homogeneizacdo foram colocados em banho termostatico com
agitacdo de 60 RPM a 37°C por 10 minutos. Decorrido o tempo, os tubos contendo as
amostras foram levados para banho de gelo com o intuito de cessar a atividade enzimatica.

Na simulacdo da fase gastrica, foi preparada uma solucdo contendo 4% (p/v) de
pepsina (Pepsina de porco, Sigma) HCI 0,1M e uma solucdo composta de uma variedade
de sais, chamada de Solugéo A.

A Solucéo A foi adicionada aos tubos provenientes da fase oral. Foi adicionado
um volume correspondente a 30 mL da graduacdo de cada tubo e, em seguida, houve o
ajuste do pH das amostras para 2,5 + 0,1, utilizando-se HCI 1M. Apos a realizacdo do
ajuste de pH, 2 mL da solucdo de pepsina foram adicionados aos tubos e em seguida, com
Solucgdo A os tubos foram avolumados até a graduacdo de 40 mL. Apds homogeneizacao,
os tubos foram incubados em banho termostatico com agitacdo (60 RPM), por 1 hora a
uma temperatura de 37°C. Em seguida, para interromper a atividade enzimatica as
amostras foram inseridas em banho de gelo por 30 segundos.

Para simulacgéo da fase intestinal, foram preparadas solucées de bile e pancreatina-

lipase. A solugéo de bile 4% (p/v) foi solubilizada com solugdo de NaHCOs 0,1M. A
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solucéo de pancreatina-lipase foi preparada pesando-se 0,259 de pancreatina e 0,125g de
lipase em bal&o volumétrico de 25 mL e realizando-se a solubilizacdo em NaHCO3 0,1M.

As amostras foram ajustadas para pH 6,0 £ 0,2, utilizando NaHCO3 1M. Em
seguida foram adicionados 3 mL da solucdo de bile e 2 mL da solucéo de pancreatina-
lipase. Foi realizado um novo ajuste de pH até 6,5 £ 0,1 utilizando-se NaOH 1M. Com
solucdo A os tubos foram completados até a graduacdo de 50 mL, foram homogeneizados
e levados novamente para o banho termostético com agitacdo de 60 RPM a 37°C, por um
periodo de 2 horas. Decorrido este tempo os tubos foram colocados em banho de gelo.

A andlise de bioacessibilidade foi realizada durante 5 semanas (semana 0, 1, 2, 3
e 4) para que a estabilidade do composto fosse medida e caracterizada. Para esta etapa de
bioacessibilidade amostras de cada metodologia de extracdo testada (extracdo
convencional e extracdo por ultrassom) foram armazenadas em diferentes temperaturas.
As temperaturas adotadas foram as temperaturas de congelamento (aproximadamente -
2°C) e temperatura de refrigeracdo (aproximadamente 8°C).

Para a quantificacdo da rutina remanescente ap0s as etapas de digestdo, a solucéo
final foi centrifugada a 5.000 rpm por 15 minutos. As amostras centrifugadas foram entao
submetidas a analise de quantificacdo de rutina por método espectrofotométrico,

apresentada no item anterior.

4.5.5 Andlise de Estabilidade da Rutina e Bioacessibilidade

Para o estudo de bioacessibilidade e estabilidade da Rutina um extrato de cada
tratamento foi acondicionado em geladeira nas temperaturas de aproximadamente 8°C
(temperatura de refrigeracéo) e em congelador a aproximadamente -2°C (temperatura de
congelamento) e analisadas durante 28 dias.

A anélise de quantificacdo de rutina, apresentada no item 4.5.2, foi realizada para
0s extratos antes e ap0s a analise de bioacessibilidade, apresentada no item 4.5.4. Para a
verificagdo da estabilidade, as analises foram realizadas no periodo de 5 semanas, sendo
analisadas nos dias 0 (Controle), 7, 14, 21 e 28.

Para a verificacdo da bioacessibilidade foi realizado o célculo a partir da Equacéo

3, a sequir.

Concentragdo final de Rutina

Bioacessibilidade =

x100% (Equacdo 3)

Concentragdo inicial de Rutina
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4.5.6 Analise de Cor Instrumental

A andlise instrumental de cor foi realizada na matéria-prima por refletancia no
aparelho Color Quest XE, escala CIELAB e CIELCh, com abertura de 25mm de
diametro, com iluminante D65/10 e medido os parametros de L* (luminosidade), a* (-80
até zero = verde, do zero ao +100 = vermelho), b* (-100 até zero = azul, do zero ao +70
= amarelo e C* (chroma) que define a intensidade ou saturacéo de cor (FERNANDES et
al., 2010).

4.5.7 Analise de Tamanho de Particula

O tamanho de particula da casca de tomate em po foi determinado em um
analisador de particulas a laser MICROTRAC S3500 (Microtrac Inc., Montgomery Ville,
USA). A anélise foi conduzida em duplicata utilizando-se &gua como dispersante (indice
de refracéo de 1,33) (AACC, 2010).

4.5.8 Analise de Umidade

A andlise de umidade da amostra de casca de tomate em p6 em triplicata foi
realizada em estufa a vacuo, por 24 horas, a uma temperatura de 105°C, segundo
metodologia de Cecchi (1999).

4.5.9 Andlise Estatistica

As anélises realizadas foram realizadas em triplicata e os resultados obtidos
apresentados como média + desvio padrdo. A comparagdo das médias foi realizada pelo
teste T de Student ao nivel de 5% de significancia (p<0,05), utilizando o Excel.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, 101 kg de tomate foram submetidos a etapa de despolpamento para
obtencdo do residuo. Apos a etapa de despolpamento foram obtidos 31 kg de residuo
umido (casca e sementes) e ap0s a etapa de secagem e separacdo de casca e sementes,
descrita no item 4.5, foram obtidos 2,83 kg de casca seca, utilizada para as anélises.

O rendimento das amostras foi calculado de acordo com a Equacgéo 2. O residuo
umido, constituido pela casca e sementes, apresentou um rendimento de 30,69%, maior
do que encontrado na literatura, justificado devido a maturidade do fruto e capacidade de
separacdo total do residuo e polpa. Em relacdo ao residuo seco, composto apenas de casca,

o rendimento foi de 2,80% em relacdo ao peso total de tomate utilizado.

5.1 CARACTERIZACAO DO RESIDUO SECO

A caracterizacdo quimica e fisica do residuo esta apresentada na Tabela 1, a seguir.

Tabela 1. Analises fisicas e quimicas para a caracterizacao do residuo seco.

Andlises Resultados

Fisicas

Tamanho de particula Daj3=483,4 um + 15,7
a*=10,55+1,23
L*=62,64 + 0,06

Cor instrumental

Quimicas
584,63 + 1,78 mg &cido galico
equivalente (AGE).100 g de extrato.
Capacidade Antioxidante (TEAC) 186,98 + 1,78 umol Trolox.g™
Umidade 1,27% £ 0,23

Compostos fendlicos

Segundo Papini (2003), o conhecimento do tamanho de particula é considerado
um pré-requisito de grande importancia, uma vez que o tamanho da particula influi de
maneira direta nas propriedades da amostra a ser analisada, como aroma, aparéncia e
textura.

A anadlise de tamanho de particulas é uma etapa importante para a etapa de

extracdo, e sabido que particulas com tamanhos homogéneos fazem com que haja um
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aumento da area de contato entre o material vegetal e o liquido extrator,
consequentemente pode haver o aumento da eficiéncia da extragdo do composto de
interesse (PRISTA et al., 2008). Particulas com tamanhos menores apresentam uma area
de contato com o liquido extrator maior, porém, nestas circunstancias ndo ha
necessariamente um aumento da eficiéncia da extracdo. A eficiéncia da penetracdo dos
solventes depende de alguns outros fatores, como por exemplo a consisténcia dos tecidos
da matéria-prima utilizada para a extra¢do dos compostos (CARDOSO et al., 2017).

A andlise de distribui¢do do tamanho de particula foi realizada para a amostra de
residuo seco de tomate obtido ap6s o despolpamento do tomate in natura. O tamanho
médio das particulas foi igual a Das3= 483,4 um + 15,7, demonstrando a heterogeneidade
das particulas da farinha. Cerca de 90% das particulas presentes apresentam em média
tamanho de 1,033 um + 62. A distribuicdo do tamanho de particulas apresentou carater

de distribuicdo bimodal, representado na Figura 11, a sequir.
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Figura 11. Distribuicdo do tamanho de particulas da amostra de casca de tomate em po.

Durigon (2016) determinou o tamanho de particula para amostras de tomate em
po produzidas por diferentes formas de secagem. As amostras foram nomeadas de CTD
(amostra seca por cast-tape drying), CTDM (amostra com maltodextrina seca por CTD),
FD (amostra seca por liofilizacdo) e SDM (amostra seca por spray drying) e os valores
do didmetro médio das particulas D43 foram de 354,58 + 57,55 um, 318,51 + 28,72 pm,
231,94 + 18,53 um e 64,48 + 36,88 um, respectivamente e apresentaram carater

multimodal. A forma de obtencéo (secagem e moagem) dos pds de tomate e a matéria-
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prima utilizada sdo os principais parametros para a variacdo do didametro de particulas.
Para amostras de tomate em po6 produzidos a partir do método RW, Castoldi (2012),
observou valores de didmetro médio de particulas D43 de 204,70 £ 10,50 um. O residuo
seco de tomate obtido neste trabalho apresentou um tamanho maior do que outros
encontrados na literatura, porém neste trabalho ndo foi usada nenhuma técnica de
moagem propriamente dita. Apenas técnicas de secagem foram implementadas no
processo o que justifica a obtengdo de particulas maiores.

A andlise de cor instrumental é um pardmetro de grande importancia, sendo
utilizada usualmente para classificar os produtos derivados de tomate. Para o consumidor
a cor do produto apresenta uma caracteristica atrelada ao frescor e qualidade do produto
(Shami et al., 2004). Devido & cor vermelha ser predominantemente encontrada no
tomate, os parametros que melhor definem a cor deste fruto sdo as variaveis a* e L*, onde
L* é a luminosidade (0 = preto e 100 = branco) e a* é a variacdo da cor verde ao vermelho
(-80 até zero = verde, do zero ao +100 = vermelho). Para a amostra de casca de tomate
em p6 foram obtidos valores médios de a*= 10,55 + 1,23 e L*= 62,64 + 0,06.

Amostras de diferentes acessos de tomate foram utilizadas por Rosa e
colaboradores (2011) para a realizacéo da analise de cor instrumental. Utilizando a casca
das amostras do fruto foram obtidos valores de a* variando entre 17,95 e 29,58, os valores
de L* encontrados variaram entre 40,07 e 42,74. A diferenca entre a cor obtida para a
amostra utilizada no presente trabalho é justificada devido ao processo de secagem
realizando antes da andlise, além das variacGes relacionadas a espécie e estagio de
maturagdo de cada fruto. De forma semelhante, Cruz e colaboradores (2012), obtiveram
valores diferentes para cada parametro, obtendo valores de a* variando entre 26,32 e
41,14 e para o parametro L* houve variacdo entre 5,16 e 9,29; neste trabalho a amostra
utilizada para andlise foi casca de tomate seca em diferentes temperaturas, o que
caracteriza a variagédo dos valores de cada parametro.

Segundo Cecchi (1999), a analise de determinacdo de umidade € de grande
importancia, sendo este parametro ligado diretamente a estabilidade, qualidade e
composicao de alimentos.

A umidade da amostra foi de 1,27% + 0,23. A baixa umidade confere uma maior
estabilidade do produto e uma menor possibilidade de degradacdo dos nutrientes
presentes. Os valores de umidade das amostras podem variar de acordo com 0 método de
secagem utilizado e a forma de armazenamento do po, etapa fundamental para impedir o

aumento da umidade.
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O teor de compostos fendlicos totais para a amostra de casca de tomate em po foi
de 584,63 + 1,78 mg &cido gélico equivalente (AGE).100 g-1 de extrato. A capacidade
antioxidante da casca de tomate em p6, medida pelo método de TEAC, foi de 186,98 +
1,78 pmol Trolox.g™.

Em amostras de tomate fertirrigados com diferentes concentracGes de nitrogénio,
Jorge e colaboradores (2017), obtiveram valores de compostos fendlicos e de capacidade
antioxidante que variaram 846,11 e 1022,86 mg acido galico equivalente (AGE).100 g-1
de extrato seco e 842,41 a 966,66 umol Trolox.g, respectivamente. Valores mais altos
estdo associados a utilizacdo da polpa do fruto, diferente do presente trabalho que utilizou

apenas residuo seco de tomate.

5.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Para a obtencdo dos extratos foram utilizadas duas técnicas, a extracdo
convencional com solvente organico e a extracdo assistida por ultrassom. Apds as
extracOes, analises foram realizadas para verificar a eficiéncia de cada método e a sua

influéncia na extracdo de compostos.

5.3 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS

As analises de caracterizacdo dos extratos estdo apresentadas na Tabela 2, a seguir.

Tabela 2. Analises de caracterizacdo dos extratos obtidos pelo método convencional e

ultrassom.
Teor de
Teor de TEAC (umol ORAC fendlicos totais
Rutina (ugde  Trolox.g de (pmol (mg acido galico
Extrato rutina -1 Trolox.g de equivalente
equivalente/g extrato™) 9 9
de residuo) extrato!) (AGE).100 g de
extrato)
. 97,13 +
Convencional 94,25+0,01a 2592%0,11a 1244 3 44595+ 0,95a
Ultrassom  95,75+0,07a 27,90+0,10b 110;(?32; 463,16 £ 1,58 b
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5.3.1 Compostos fenolicos

O teor de compostos fenolicos para as amostras obtidas a partir da extracao
assistida por ultrassom foi de 463,16 + 1,58 mg acido galico equivalente (AGE).100 g
de extrato. Para as amostras obtidas a partir da extragdo convencional com solvente
organico foi de 445,95 + 0,95 mg &4cido galico equivalente (AGE).100 g de extrato. De
acordo com o teste t para analise de duas médias ha diferenca significativa entre as duas
amostras analisadas (P<0,05), portanto é possivel observar que para a extragdo assistida
por ultrassom houve um ligeiro aumento no teor de compostos fendlicos totais obtido.

No tomate, os principais compostos fendlicos encontrados séo os acidos fendlicos
como &cido caféico, acido ferdlico e acido p-cumarico, e os flavonoides como rutina,
chalconaringenina e kaempferol (LONG et al., 2006).

Dias e colaboradores (2014), quantificaram compostos fendlicos em trés
diferentes tipos de tomates mutantes e obtiveram concentracdes, menores aos observados
no presente trabalho, que variaram entre 50 e 120 mg acido galico equivalente (AGE).100
gl de amostra, a diferenca entre as mutacdes no fruto de tomate foi responsavel pela
diferenca de concentragdo. Para as andlises, foi realizada a liofilizacdo das amostras e
posterior extracdo com etanol 70% como solvente extrator.

Gumdisay e colaboradores (2015) utilizaram amostras de gengibre e tomate secos
em diferentes métodos de secagem como liofilizagdo, secagem ao sol, secagem no forno
e secagem no forno a vacuo e verificaram os efeitos na concentracdo de compostos
fenolicos de cada amostra. Segundo as andlises realizadas foi possivel observar que as
amostras de gengibre e tomate in natura sdo boas fontes de compostos fendlicos
apresentando valores de 1351,10 + 62,16 mg acido galico equivalente (AGE).100 g-1 de
amostra e 792,22 + 43,35 mg acido galico equivalente (AGE).100 g-1 de amostra,
respectivamente. Para as amostras secas de gengibre o tratamento que apresentou maior
concentracdo de compostos fenolicos foi a amostra obtida por liofilizacdo, apresentando
valores de 910,90 + 44,51 mg acido galico equivalente (AGE).100 g-1 de amostra,
seguido das amostras secas em forno, ao sol e em forno a vacuo, com valores de 354,05
+ 40,60 mg acido galico equivalente (AGE).100 g-1 de amostra, 319,60 + 42,30 mg acido
galico equivalente (AGE).100 g-1 de amostra e 284,10 + 18,10 mg é&cido gélico
equivalente (AGE).100 g-1 de amostra, respetivamente. De maneira analoga, as amostras
de tomate seco por liofilizacao apresentaram maior concentracao de compostos fendlicos,

sendo de 654,60 £ 29,63 mg acido galico equivalente (AGE).100 g-1 de amostra, seguido
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das amostras secas em forno a vacuo, em forno e ao sol, com valores de 355,79 + 28,38
mg acido gélico equivalente (AGE).100 g-1 de amostra, 346,10 + 49,68 mg &cido galico
equivalente (AGE).100 g-1 de amostra e 314,27 + 42,30 mg &cido galico equivalente
(AGE).100 g-1 de amostra, respectivamente. A partir destes resultados € possivel avaliar
a interferéncia da matriz alimenticia e também do método aplicado para a secagem de
cada amostra, afetando diretamente a concentracdo final dos compostos fendlicos
presentes.

5.3.2 Quantificacdo de Rutina

Para a etapa de quantificacdo da Rutina foram adotadas duas analises distintas:
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e quantificacdo por método
espectrofotométrico. A utilizacdo da CLAE se deu com o intuito de comprovar a presenca
do composto de interesse no extrato analisado. Desta maneira, ap6s a etapa de
identificacdo e quantificacdo da rutina por CLAE adotou-se para quantificacdo posterior
0 método espectrofotométrico, sendo esta uma anélise mais barata e rapida.

5.3.2.1 Quantificacdo de Rutina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A andlise de quantificacdo de rutina por CLAE para os extratos etandlicos obtidos
pela extracdo com ultrassom apresentou o resultado de 131,40 + 6,01 pg de rutina/g de
residuo, enquanto que para a extracdo convencional o resultado foi de 122,70 + 2,73 ug
de rutina/g de residuo. Segundo anélise estatistica por Test T de Student com nivel de
significancia de 5%, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) para os resultados de
concentracdo de Rutina nos extratos obtidos pelos dois métodos de extracdo diferentes.

Os espectros de leitura na regido do UV/VIS dos picos do composto identificado
nas amostras obtidas pelos dois métodos de extracdo (Convencional e Ultrassom) estdo
apresentados na Figura 12, a seguir. A comparacéo destes espectros foi realizada com a

utilizacdo do espectro do padrdo de rutina, apresentado na Figura 13.
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Ferreira e Colombo (2011) realizaram a analise de amostras de folha de cana-de-
acucar com o intuito de quantificar flavondides presentes na amostra atraves de métodos
espectrofotométricos e CLAE; para amostras de folha de cana-de-agucar analisadas por
método espectrofotométrico foram obtidos valores iguais a 1,58 + 0,04 mg de rutina/g de
amostra, para a técnica de CLAE para a quantificacéo foi obtido o valor de 1,705 + 0,01
mg de rutina/g de amostra. Valores maiores foram observados para a analise de CLAE
por ser um método mais sensivel e especifico.

Para a quantificacdo de flavonoides presentes na polpa e casca do tomate roxo,
Maia (2015) realizou a analise de cromatogréafica liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD),
sendo encontrado o valor de 106,25 + 10,08 mg de rutina/100 g de casca e 1,22 £+ 0,08
mg de rutina/100 g de polpa. Demonstrando uma maior concentragdo deste composto na
casca do fruto. Por ser utilizada matéria-prima diferente é possivel justificar as variacdes
nas concentragdes do composto.

Reis (2015) realizou a avaliacdo de flavonoides em extratos vegetais por meio da
técnica de CLAE. Os extratos vegetais analisados foram obtidos a partir de folhas das
espécies vegetais E. dysenterica, E. suberosum, E.daphnites e S. saponaria. Para 0s
extratos provenientes de E. dysenterica e S. saponaria ndo foram observadas
concentracOes de flavdides, enquanto para o extrato obtido a partir de E. suberosum e
E.daphnites foram observadas concentragdes de rutina igual a 0,994 ug de rutina/mL de

extrato e 0,199 ug de rutina/mL de extrato, respectivamente.

5.3.2.2 Quantificacdo de Rutina equivalente por método espectrofotométrico

A andlise de quantificacdo de rutina equivalente para o0s extratos etandlicos
obtidos através da técnica de ultrassom apresentou o resultado de 95,75 + 0,07 pg de
rutina equivalente/g de residuo, para a extracdo convencional o resultado foi de 94,25 +
0,01 ug de rutina equivalente/g de residuo. Ndo houve diferenca significativa (p>0,05)
para os resultados de concentracdo de Rutina nos extratos obtidos pelos dois métodos de
extracdo diferentes.

De acordo com a matriz alimenticia, o solvente extrator e 0 método utilizado ha
variacdes significativas na concentracdo extraida do composto de interesse. Utilizando
azeitonas in natura, Deng e colaboradores (2017), obtiveram uma concentracéo de rutina
de 182,25 mg/g de amostra, com extracdo utilizando o método assistido por ultrassom
com poténcia de 150 W, a uma temperatura de 20°C, frequéncia variando entre 60-62

kHz, raz&o sdlido/liquido de 1:25 e o solvente extrator utilizado foi etanol 70%. Thoo e
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colaboradores (2013), utilizaram para extrair rutina do fruto de Morinda citrifolia,
adotando parametros como etanol 75% como solvente extrator, razdo solido/liquido 1:10,
40 minutos de extracdo a 57°C foram obtidos 1,21 mg/ g de extrato, pelo método de
extracdo com solvente organico. De forma semelhante, Andrade e colaboradores (2014),
utilizaram o método de extracdo com solvente organico em flores para a extragéo de rutina

com metanol puro, obtiveram 4,6 g/g de amostra apds 1 hora de reacéo.

5.3.3 Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante determinada pelos métodos de TEAC e ORAC para as
amostras obtidas por extracdo assistida por ultrassom foram de 27,90+0,10 pmol
Trolox.g? e 109,82+15,03 pumol de Trolox.g?, respectivamente. Para as amostras
provenientes da extracdo convencional os valores foram de 25,92+0,11 pmol Trolox.g™
e de 97,13+12,44 umol Trolox.g?, respectivamente. O teste T para analise de médias
mostrou que ha diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05) se comparadas as
atividades antioxidantes realizadas segundo o método TEAC, indicando uma capacidade
antioxidante maior nos extratos obtidos por extracdo assistida por ultrassom. Para a
andlise de atividade antioxidante utilizando o método ORAC, o teste T para anélise de
médias mostrou ndo haver diferenca significativa (p>0,05) entre as amostras analisadas
obtidas pelos diferentes métodos de extracgéo.

A diferenca observada para os resultados dos métodos de quantificacdo da
capacidade antioxidante se d& devido, possivelmente, a sensibilidade dos métodos
adotados; o método ORAC apresenta uma maior sensibilidade do que o método TEAC.

Morales-Soto e colaboradores (2014) determinaram as atividades antioxidantes
pelos métodos de TEAC e ORAC para trés diferentes espécies de tomate e em diferentes
estacOes do ano com o intuito de verificar a variacdo do poder antioxidante deste fruto.
Para a analise foram escolhidas as espécies de tomate verde Raf, tomate vermelho Débora
e tomate verde Pinton. Foram obtidos valores médios de 162,0+0,11, 169,0+0,14 e
138,0+£0,05 pmol Trolox.g* em analise de TEAC, respectivamente. Para o método
ORAC, os valores médios para cada espécie foram de 109,0+0,04, 108,0+0,031 e
96,1+0,02 umol Trolox.g™, respectivamente. Para a obtencdo dos extratos para posterior
andlise, os autores utilizaram como solvente extrator metanol.

Com o intuito de reaproveitar residuos agroindustriais como sementes de roma,

uva e tomate, Durante e colaboradores (2017) determinaram a capacidade antioxidante
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por TEAC e ORAC em oleoresinas extraidas com CO2 supercritico. Os maiores valores
de capacidade antioxidante foram obtidos para amostras de oleoresinas extraidas de
sementes de rom4, obtendo-se valores de 19,1 pmol Trolox.g? e 828 umol Trolox.g™,
respectivamente. Para amostras de oleoresinas extraidas de sementes de tomate e uva
foram obtidos valores de TEAC e ORAC de 4,5 umol Trolox.g™* e 579 umol Trolox.g?,
e 3,4 pmol Trolox.g™! e 158 pmol Trolox.g™, respectivamente.

A forma de obtencdo dos produtos de analise e a sua composi¢do, bem como a
matriz alimenticia utilizada sdo parametros de grande interferéncia para os resultados de

capacidade antioxidante.

5.3.4 Avaliagéo da estabilidade e bioacessibilidade da Rutina nos extratos

Nas Tabelas 3 e 4, a seguir, estdo apresentadas as concentracdes da rutina e a
bioacessibilidade deste composto para cada extrato nas diferentes temperaturas de
armazenamento. A partir desses dados foi possivel verificar a porcentagem de
bioacessibilidade do composto, com auxilio da Equacdo 3 apresentada no item 4.5.5,
(Tabela 5), sendo este dado indicador da concentracdo de rutina disponivel para absorcéo.

Tabela 3. Estabilidade da rutina nos extratos estocados a temperatura de congelamento e
refrigeracéo.

Teor de Temperatura de

) Temperatura de Refrigeracéo
Rutina (mg/g Congelamento
de extrato) us C us C

0 dias 3,900 3,784 3,802 3,777
7 dias 3,889 3,781 3,796 3,771
14 dias 3,787 3,661 3,644 3,608
21 dias 3,703 3,599 3,587 3,541
28 dias 3,687 3,546 3,500 3,479

US = extratos obtidos por extragéo assistida por ultrassom e C = extratos obtidos

por meio de extracdo convencional com solvente organico.
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Tabela 4. Estabilidade da bioacessibilidade nos extratos estocados a temperatura de
congelamento e refrigeragéo.

_ o Temperatura de Temperatura de
Bioacessibilidade ) .
Refrigeracao Congelamento
(mg/g de extrato)
us C us C
0 dias 0,530 0,513 0,522 0,507
7 dias 0,488 0,463 0,499 0,480
14 dias 0,424 0,373 0,405 0,356
21 dias 0,401 0,312 0,389 0,303
28 dias 0,372 0,287 0,354 0,286

US = extratos obtidos por extracdo assistida por ultrassom e C = extratos

obtidos por meio de extragdo convencional com solvente orgénico.

Tabela 5. Porcentagem de recuperacéo de rutina.

3 ) . Temperatura de
Recuperacdo  Temperatura de Refrigeragéo

_ Congelamento
de Rutina (%)

us C us C
0 dias 13,60 13,56 13,73 13,42
7 dias 12,54 12,26 13,14 12,73
14 dias 11,20 10,19 11,05 9,87
21 dias 10,83 8,67 10,84 8,56
28 dias 10,10 8,09 10,11 8,22

US = extratos obtidos por extracdo assistida por ultrassom e C = extratos obtidos
por meio de extracdo convencional com solvente organico.

Na Figura 14, para melhor visualizacdo, é apresentado o grafico de colunas da
porcentagem de recuperacdo rutina. E possivel observar um comportamento semelhante
para as amostras ao longo do tempo de avaliacéo, sendo encontrados valores menores de
recuperacdo nas semanas 3 e 4 para as amostras de extratos obtidos por extracdo
convencional. As médias para os extratos obtidos pelo método convencional armazenados
em temperatura de refrigeracdo e congelamento, e as médias para 0s extratos obtidos por
meio de extracdo assistida por ultrassom foram de 10,55 + 2,33% de recuperacéo, 10,56
* 2,39% de recuperacéo, 11,65 * 1,40% de recuperacdo e 11,77 £ 1,57% de recuperacéo,

respectivamente. Segundo o teste T. € possivel afirmar que ndo ha diferenga significativa
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entre as amostras acondicionadas em temperaturas diferentes, concluindo-se que a

estabilidade da rutina ndo foi afetada diretamente pela temperatura de armazenamento.
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Figura 14. Grafico de bioacessibilidade da rutina.

Utilizando tomate in natura e puré de tomate de espécies geneticamente
modificadas, Talens e colaboradores (2016) obtiveram uma porcentagem de recuperagao
de rutina de 38,88% e 60,77%. Para a determinacgéo da bioacessibilidade das amostras foi
utilizado um método de digestdo gastrointestinal in vitro semelhante ao utilizado no
presente trabalho, a diferenca observada pode ser explicada pela diferenca da matriz
alimenticia, uma vez que Talens utilizou o préprio fruto para as analises e ndo somente o
residuo. Gayoso e colaboradores (2016) avaliaram diferentes métodos de digestdo in vitro
na estabilidade e bioacessibilidade de compostos fendlicos, com foco em rutina, acido
caféico e acido rosmarinico. Para a rutina foram obtidos valores de recuperacdo variando
entre 35 e 40%. A utilizagdo de matrizes alimenticias distintas € um fator que tem grande
influéncia sobre a bioacessibilidade dos compostos, uma vez que interagdes com alguns
componentes alimentares podem ocorrer. Neste sentido, os valores de recuperacao para a
rutina determinados no presente trabalho podem ser comparados com a literatura

especifica.
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6 CONCLUSAO

A utilizacdo da casca de tomate em p6 se mostrou promissora para a extracdo de
compostos bioativos.

Na faixa de opera¢éo avaliada, ndo houve diferenca significativa entre os métodos
de extracao por etanol e assistida por ultrassom no que se refere ao teor de rutina obtido,
na atividade antioxidante e na concentracdo de compostos fendlicos.

N&o foi verificada diferenca significativa no valor da bioacessibilidade da rutina
nos dois extratos.

N&o houve diferenca significativa da bioacessibilidade da rutina nos extratos

armazenados em duas temperaturas (refrigeracdo e congelamento).
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