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Il Resumo

Atualmente, devido a eventos como a urbanizacéo, globalizagdo e industrializacao, houve um grande aumento de
doengas ligadas a alimentacdo. Acredita-se, em grande parte, que o consumo de frutas e hortalicas auxilia na prevengao
de muitas dessas doengas. O tomate contém alto teor de carotenoides, que sdo pigmentos vermelho-alaranjados presentes
e distribuidos em algumas hortalicas. No caso do tomate, s&o encontrados, principalmente, os carotenoides licopeno e
betacaroteno. O primeiro € encontrado em maior quantidade e age como um importante antioxidante, enquanto o segundo
€ encontrado em menor quantidade no fruto, apresentando atividade provitamina A. Devido a essas e varias outras funcées
desempenhadas pelos carotenoides, eles vém sendo determinados ha muito tempo em varios alimentos. S&o extraidos
facilmente com solventes organicos, mas apresentam instabilidade diante de agentes como luz, oxigénio e aquecimento.
Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo analisar o processo de extragdo e quantificacéo de carotenoides do
tomate cereja desidratado da variedade Sweet Grape por meio da combinacdo de solventes: acetona/éter de petréleo,
acetona/cloroférmio e acetona/hexano, possibilitando verificar o melhor solvente para o procedimento. Os carotenoides foram
quantificados em espectrofotébmetro com leitura de 350 nm a 600 nm, referindo-se aos picos de absor¢do do betacaroteno
e licopeno. Os resultados obtidos mostraram que o solvente com maior desempenho para extragdo de carotenoides no
produto em questado foi a combinacéo de acetona/hexano, seguida da de acetona/éter de petréleo e acetona/cloroférmio.
A Ultima combinacgao exigiu um procedimento operacional de extracdo mais dificil. Com a combinacao de acetona/hexano
foi quantificado um teor médio de 25,71 e 26,53 mg 100 g' de betacaroteno e licopeno, respectivamente, diferindo
estatisticamente, ao nivel de 5% de significancia, da extragdo com os demais solventes.

Palavras-chave: Extracdo; Quantificacdo, Licopeno,; Betacaroteno; Minitomates; Solventes.

Il Abstract

Nowadays, due to events such as urbanization, globalization and industrialization there has been an increase in illnesses
connected to eating. It is believed that, in part, the consumption of fruits and vegetables helps prevent many of these diseases.
Tomatoes contain high contents of carotenoids, which are red-orange pigments present in some vegetables. In the case of
tomatoes, the carotenoids mostly found are lycopene and beta-carotene. Lycopene is found in greater amounts and acts as
an important antioxidant, whereas beta-carotene is found in lesser amounts in the fruit and presents pro-vitamin A activity.
Due to these and various other functions carried out by the carotenoids, they have been determined for a long time in various
foods. They are easily extracted with organic solvents but show instability when in the presence of agents such as light,
oxygen and heat. Thus this study aimed to analyze the extraction and quantification processes of carotenoids from dehydrated
mini-tomatoes of the variety Sweet Grape by means of the solvent combinations: acetone/petroleum ether, acetone/chloroform
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and acetone/hexane, in order to verify which solvent was the best for this procedure. The carotenoids were quantified
using a spectrophotometer by reading at 350-600 nm, referring to the absorption peaks of beta-carotene and lycopene.
The results showed that the solvent with the best performance for extraction of the carotenoids from the product in question
was the combination of acetone and hexane, followed by acetone/petroleum ether and finally acetone/chloroform, the
latter also presenting a more difficult operational extraction procedure. With the acetone/hexane combination average
contents of 25.71 and 26.53 mg 100 g' beta-carotene and lycopene, respectively, were extracted, showing a statistically
significant difference at the 5% level from the extractions using the other solvents.

Keywords: Extraction;, Quantification; Lycopene, Beta-carotene; Tomatoes, Solvents.

Il 1 Introducao

Arelacéo entre alimentacéo e salde € um assunto
muito relevante, ja que eventos como a urbanizacao,
industrializag&o e globaliza¢ao influiram no estado nutricional
das pessoas. O aumento das doencas ligadas a dieta,
como obesidade, diabetes, problemas cardiovasculares,
hipertensado e cancer esta ligado diretamente a ma
alimentacéo dos individuos. Acredita-se que o0 consumo de
frutas e hortalicas auxilia, em grande parte, na prevencéo
destas doencas (CARVALHO et al., 2006).

Um crescimento muito grande na horticultura tem sido
observado no Brasil, principalmente no desenvolvimento de
pesquisas visando ao melhoramento genético em sementes
como as do tomate. Entre os tipos de tomate lancados
recentemente no mercado, destacam-se 0s tomates tipo
cereja, que possuem cor vermelho intenso, firmeza e um
valor nutricional que difere quando comparado a de outros
cultivares (AGUIAR et al., 2012).

Um dos hibridos que mais vem se destacando
é o tomate “Sweet Grape”, que foi desenvolvido pela
empresa japonesa Sakata, do segmento de sementes, e
que possui caracteristicas como: tamanho pequeno com
formato alongado, coloragdo vermelho intenso, baixo
indice de acidez, teor de agucar elevado, entre outros
(JUNQUEIRA et al., 2011).

O tomate é uma hortalica com grande teor de
carotenoides, que podem ser definidos como uma classe
de pigmentos amarelo-alaranjado-vermelhos, que se
encontram distribuidos em varias frutas e hortalicas.
Alguns carotenoides s&o precursores de vitamina A,
uma func&o muito importante j& que a sua deficiéncia
pode acarretar problema de salde publica. No tomate, o
betacaroteno € o carotenoide provitamina A mais ativo, e
que esta associado a protecao contra doencas cardiacas
e cancer (CARVALHO et al., 2006).

O licopeno é outro carotenoide encontrado em
elevada concentragé&o no tomate e seus produtos derivados,
possuindo uma importante funcédo antioxidante. Além
disso, a presenca de licopeno na dieta se relaciona com
a reducédo de certos tipos de cancer e reducao do risco
de ataque cardiaco (CARVALHO et al., 2006).

A presenca de antioxidantes nos alimentos pode
explicar o poder de curar e prevenir muitos dos nossos
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problemas de saude. Os oxidantes se formam através da
acdo de formas toxicas do oxigénio, podendo atuar na
obstrucdo das artérias, na transformacao das células em
cancerosas, ocasionar problemas nas articulagdes, além
de estar associadas ao envelhecimento. Os oxidantes
assumem varias formas e aspectos, sendo que a mais
comum é a dos radicais livres. Sendo assim, os antioxidantes
atuam combatendo a formacé&o e acao dos radicais livres
(CARVALHO et al., 2006).

Existem métodos biolégicos, quimicos e fisicos para
avaliacdo dos carotenoides. Entretanto, a sua determinagéo
pode ser dificultada devido a sua instabilidade diante
de agentes como o oxigénio, luz e aguecimento. Ja a
separacédo dos carotenoides é facilmente conseguida se
fazendo uso de solventes organicos (MORAES et al., 1974).

Devido as suas relevantes funcoes bioldgicas no
ser humano, os carotenoides vém sendo determinados
desde longa data nos mais diferentes tipos de alimentos,
aliados também ao seu importante papel como pigmentos
naturais (WILBERG; RODRIGUEZ-AMAYA, 1993).

Desse modo, visto a importancia dos carotenoides
para a alimentacao e para o setor alimenticio, o presente
trabalho teve por objetivo analisar o processo de extracéo e
quantificacéo de carotenoides no tomate cereja desidratado
da variedade Sweet Grape por meios de diferentes solventes,
a fim de comparar e identificar o melhor solvente para
extracéo e quantificagdo deste pigmento.

Il 2 Material e métodos
2.1 Amostra de minitomate desidratado Sweet Grape

As amostras de minitomates desidratados da
variedade Sweet Grape foram fornecidas por um projeto
de pesquisa do Laboratério de Frutas e Hortalicas do
Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricao
(LAN/ESALQ), localizado em Piracicaba, Estado de S&o
Paulo. As amostras recebidas haviam passado previamente
pelas etapas de selecao, lavagem, sanitizagdo, envase,
congelamento, desidratacdo osmotica, desidratacéo
adiabatica e foram embaladas e mantidas refrigeradas a
5 °C até o momento de realizacdo das analises.

Na etapa de seleg&o, os minitomates foram
visualmente selecionados com relacdo a aparéncia,
uniformidade, coloracao, grau de maturagado e auséncia
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de danos fisicos. Em seguida, foram higienizados em
agua corrente a fim de remover sujidades superficiais
e sanitizados através da imerséo em solucéo de cloro a
200 mg L' durante 15 minutos.

As amostras foram embaladas em embalagens
flexiveis de polietileno de baixa densidade fechadas em
seladora Tec-Mag, modelo AP 450, sendo, em seguida,
dispostas em prateleiras da camara de congelamento
marca Schmidt STR-6, a -22 °C = 2 °C.

Depois de embaladas, as amostras de minitomate
passaram por um pré-tratamento osmoético em solucéo
composta por acucar invertido (60° Brix), sacarose (15%)
e cloreto de sodio (5%), a temperatura de 25 °C por
50 minutos.

As amostras foram submetidas a desidratacéo
adiabdtica em duplo estégio, 80 °C durante 2 horas e 70 °C
durante 11 horas. Depois da desidratacdo adiabatica,
as amostras foram acondicionadas em embalagem
laminada de poliéster metalizado, adesivo € polietileno e
mantidas sob refrigeracdo a 5 °C = 1 °C, até o momento
da realizacéo das analises.

2.2 Extracao dos carotenoides

No procedimento de extrac&o de carotenoides das
amostras de minitomate desidratado, foram utilizadas as
seguintes combinacbes de solventes: acetona/éter de
petroleo, acetona/cloroférmio e acetona/hexano. A acetona
foi utilizada para extrac&o inicial dos carotenoides na
amostra.

A anélise de carotenoides consiste, geralmente, na
amostragem e preparagao das amostras, extracado e particao
com um solvente, saponificacdo e lavagem, concentragéo
ou evaporacgao do solvente, separacao cromatografica e
identificacdo e quantificacdo em espectrofotdmetro.

Desse modo, a extragédo dos carotenoides foi realizada
segundo Rodriguez-Amaya (2001). Como as amostras
estavam desidratadas, foi necessario que, primeiramente,
fossem hidratadas, utilizando-se agua destilada na proporgéo
1:3 e, em seguida, homogeneizadas. Posteriormente, foi
pesado 1g das amostras em balanca analitica, que foi
transferido para um graal de vidro adicionado de 10 g
de celite. O solvente utilizado para a extrac&o inicial
dos carotenoides foi 30 mL de acetona. Em seguida, foi
realizada a maceracéo e a mistura obtida foi filtrada a
vacuo em funil de buchner para um kitassato de 250 mL.
O extrato cetdnico do kitassato foi transferido para um
funil de separagao contendo, aproximadamente, 20 mL
do segundo solvente. Para a remocéo total da acetona e
transferéncia dos carotenoides para o segundo solvente,
foram feitas lavagens com agua destilada por trés vezes,
sendo que na Ultima lavagem foi adicionado sulfato de
sodio anidro diretamente no funil de separacao, que auxiliou
na separacgéo das fases. Depois das lavagens, ocorreu a
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separacdo do extrato (fase superior) e agua (fase inferior)
no funil de separacao, sendo essa descartada.

O extrato foi transferido, entédo, para um bal&o
volumétrico de 25 mL e avolumado com o segundo solvente.
Em seguida, foi realizada a varredura em espectrofotémetro
no intervalo de 350 a 600 nm, que se refere aos picos de
absorcé&o do licopeno e betacaroteno.

Para a extrac&o dos carotenoides com os solventes,
a leitura da absorbancia no espectro foi feita usando o
segundo solvente como “branco”. Todos o0s procedimentos
foram realizados em triplicata e com a devida protecao
contra a luz, a fim de evitar a perda de compostos.

O processo experimental da extragao dos carotenoides
¢é representado na Figura 1 em forma de fluxograma.

2.3 Determinacéo do teor de carotenoides

A determinacao do teor de carotenoides das amostras
foi realizada em espectrofotometro UV-Vis - FEMTO modelo
800 XI, conforme metodologia analitica de separacéo e
extracdo dos compostos com solventes orgéanicos. Para
determinacédo do licopeno, foi utilizada a absorbancia lida
em 470 nm e, para o betacaroteno, a absorbéancia lidaem
450 nm. Desse modo, os carotenoides foram determinados
de acordo com a Equacgéo 1 (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001;
RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA, 2004).

_ Ax Vx1.000.000

Teor de carotenoides (mg 100 971) TTA™ % M x100 (1)

1cm

onde: A = absorbancia da solugdo no comprimento de
onda de 470 nm para o licopeno e de 450 nm para o
betacaroteno; V = volume final da solugéo; Al* = coeficiente

1cm

Amostragem e
preparacao das amostras

2

Maceracao

¥

Filtracdoa vacuo

9

Separscao dasfases:
Extrato e agua

4

Recolhimentodoextrato

2

Leituraem
espectrofotdmetro

Figura 1. Fluxograma de extrag&o de carotenoides dos minitomates
desidratados variedade Sweet Grape.
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de extingc&o ou coeficiente de absortividade molar de um
pigmento em um determinado solvente especifico (3450 para
o licopeno e 2592 para o betacaroteno); M = massa da
amostra tomada para a analise.

I 3 Resultados e discussao

Na Tabela 1, sdo apresentados os resultados
obtidos referentes a concentragdo média do pigmento
beta caroteno do minitomate desidratado da variedade
Sweet Grape, através dos diferentes solventes utilizados.
Observou-se que a combinacédo de acetona e hexano
apresentou maior capacidade extratora, seguida dos
solventes acetona/éter de petréleo e acetona/cloroférmio.
Além disso, o hexano diferiu significativamente, ao nivel
de 5% de significancia, dos demais solventes utilizados,
indicando ter maior desempenho nas amostras de
tomate desidratado. Entre os solventes éter de petréleo e
cloroférmio, a capacidade extratora se mostrou proxima,
e nao diferiu significativamente entre ambas ao nivel de
significancia de 5%.

Na Tabela 2, sdo apresentados os resultados
obtidos referentes & concentracédo média de licopeno
nas amostras de minitomate desidratado, através dos
solventes utilizados. Constatou-se, novamente, a eficiéncia
da combinacéo de acetona e hexano na capacidade
extratora do pigmento carotenoide licopeno. O hexano
foi 0 solvente mais eficiente nas amostras desidratadas e
diferiu significativamente (p<0,05) dos resultados obtidos
com 0s demais solventes. Na sequéncia, encontram-se 0s
solventes acetona/éter de petrdleo e acetona/cloroférmio,
sendo o ultimo o de pior desempenho. Além disso, a

Tabela 1. Teor de betacaroteno em minitomate desidratado
(Sweet Grape) através dos solventes para extragdo: éter de
petréleo, cloroférmio e hexano.

Concentracao média

Solvente (mg 100 g-)
Acetona/Eter de petréleo 21,142 + 0,96
Acetona/Cloroférmio 20,152 + 1,85
Acetona/Hexano 25,71 + 0,87

Nota: Resultados expressos pela média + desvio padrdo. Em uma
mesma coluna, média seguida de letras iguais indica que as amostras
nao diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5%.

Tabela 2. Teor de licopeno em minitomate desidratado (Sweet
Grape) através dos solventes para extragéo: éter de petroleo,
cloroférmio e hexano.

Concentracao média

Solvente (mg 100 g")
Acetona/Eter de petréleo 19,852 + 0,77
Acetona/Cloroférmio 16,33 + 0,69
Acetona/Hexano 26,53° + 1,72

Nota: Resultados expressos pela média + desvio padrdo. Em uma
mesma coluna, média seguida de letras iguais indica que as amostras
nao diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5%.
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extracdo com o solvente cloroférmio mostrou-se mais
dificil, ja que as fases (extrato e agua) se separavam
de modo diferente das demais amostras, interferindo no
desempenho e dificultando o procedimento de extragéo.

De acordo com Stahl e Sies (1999), o teor de licopeno
em tomates vermelhos maduros é 30-80 ug g' de produto
fresco, podendo ser mais do que 150 a 300 pyg g' em
espécies selecionadas obtidas por técnicas de hibridizacéo
tradicional.

Em um estudo realizado por Lima et al. (2002), que
utilizou uma metodologia semelhante a este trabalho, foi
encontrado no tomate in natura um teor de carotenoides
totais equivalente a 54,5 ug g, no qual a quantidade do
licopeno corresponde a 42,85 ug g, ja que é o pigmento
carotenoide encontrado em maior quantidade no fruto.

A Figura 2 apresenta o gréafico das leituras obtidas
no espectrofotémetro, correspondente ao comprimento
de onda utilizado em funcdo da absorbancia das
amostras, ao se utilizar os solventes acetona/hexano,
acetona/cloroférmio e acetona/éter de petréleo. Foi feita a
varredura no comprimento de onda entre 350 nm e 600 nm,
intervalo que apresenta o pico de absorc&o do licopeno
e betacaroteno, que posteriormente foi utilizado para
quantificacdo. Foi perceptivel a diferenca da combinacéo
de acetona/hexano com os demais solventes, sendo
possivel constatar a sua eficiéncia neste trabalho durante
a extracdo de carotenoides para amostras de minitomate
desidratado da variedade Sweet Grape. Ao se utilizar a
combinacao de acetona/hexano, os valores de absorbancia
foram maiores para os comprimentos de onda de interesse
(450 nm e 470 nm), seguido dos solventes acetona/éter
de petroleo e acetona/cloroférmio, este ultimo sendo o
menos eficaz. Desse modo, o grafico permitiu melhor
visualizacao do comportamento dos solventes.

Silva (2001) avaliou a eficiéncia de solventes
organicos na extracao de carotenoides e, constatou que,
para o tomate parcialmente desidratado, os solventes
hexano-etanol (1:1), acetona e acetona-hexano (1:1)

1,2

-

k=]
1]

—¢terde petréleo

ﬂ =———hexano
! /f ‘ =cloroférmio
0,2 24 k

o T T T 1
] 200 400 600 800

Absorbincia
(=]
[=1}
-

— ]

o
T

comprimento de onda (nm)

Figura 2. Espectro de UV/Vis de 350 nm a 600 nm das amostras
de minitomate desidratado para diferentes solventes de extracao.
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apresentaram melhor poder de extracdo, corroborando
com os resultados encontrados neste trabalho.

De acordo com Rodriguez-Amaya et al. (2008), fatores
como a existéncia de um grande numero de carotenoides,
variabilidade qualitativa e quantitativa da composicéo
dos alimentos, variacao nas quantidades de carotenoides
dentro de um mesmo alimento, distribuicao nao uniforme
dos carotenoides entre amostras, a natureza variavel
das matrizes alimenticias, entre outros, s&o exemplos de
fatores que tornam a analise de carotenoides dentro de
um alimento muito dificil. Além disso, ha fontes comuns de
erros nessas analises, como: extragao incompleta, perdas
fisicas ocorridas durante o procedimento, identificacao
equivocada, erros de quantificagéo ou célculo, degradacédo
oxidativa durante a analise ou estocagem da amostra,
entre outros.

Neste trabalho, o objetivo principal foi o de qualificar
o melhor solvente para extracdo dos carotenoides
licopeno e beta-caroteno de minitomate desidratado
da variedade Sweet Grape. Sendo assim, tais dados
facilitam a tomada de deciséo por parte do pesquisador,
ao avaliar a combinacé&o solvente e amostra, satisfazendo
0s propositos de utilizagéo, levando-se em consideracao
também o fator econémico e toxicidade dos solventes a
serem utilizados.

Il 4 Conclusées

Com base na pesquisa conduzida, conclui-se que
o melhor solvente para extracdo de carotenoides em
minitomate desidratado da variedade Sweet Grape, tanto
para o pigmento licopeno como para o betacaroteno, foi
a combinacao de acetona como extrator inicial seguido
do solvente hexano. Ao utiliza-los, foi possivel quantificar
uma concentracdo média de 25,71 e 26,53 mg 100 g de
betacaroteno e licopeno, respectivamente, nas amostras
de minitomate, diferindo significativamente (p<0,05) da
extracdo com os demais solventes: acetona/cloroférmio
e acetona/éter de petroleo.

Entretanto, ao se comparar os resultados com o de
outros trabalhos, notou-se que a quantidade de carotenoides
em determinado produto pode ser muito variavel e que
hé& erros comuns e fatores que dificultam estas analises,
tais como a variacdo da concentracao de carotenoides
presente em um mesmo alimento ou até mesmo a existéncia
de um grande numero de carotenoides.
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