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RESUMO

COELHO, A. F. F. Estudo comparativo do teor de (15E)-licopeno por CLAE-DAD entre
lavouras de tomate submetidas aos manejos TOMATEC e tradicional. 2014. 103 f.
Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

O tomate (Solanum lycopersicum L.) € considerado um alimento funcional por
sua propriedade antioxidante. O fruto contém dos carotenoides, acido L-ascorbico,
vitamina E e substancias fendlicas. Estudos indicam que o consumo do tomate pode
retardar o envelhecimento e favorecer o funcionamento do sistema imunologico em
humanos, embora ndo seja possivel afirmar uma relacdo direta entre a prevengédo ou
cura de qualquer carcinoma com o consumo de produtos a base licopeno. Na década
de 1990, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA) criou o projeto
TOMATEC, o tomate ecologicamente cultivado. A producéo é baseada em um manejo
diferenciado, que objetiva a otimizacdo do uso do solo, menor consumo de pesticidas,
herbicidas e incentivo a producéo familiar dos agricultores.

O estudo objetiva observar a influencia dos diferentes manejos: tradicional e
TOMATEC na producédo de (15E)-licopeno nos frutos do tomate, em diferentes
cultivares do Brasil. Assim, foi utilizada a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector por arranjo de diodos (CLAE-DAD), em fase estacionaria
polimérica composta de 30 carbonos (Cgzp). Esta fase estacionaria é capaz de separar
carotenoides, incluvise, isébmeros geomeétricos do licopeno. As amostras foram
coletadas, tratadas, extraidas e analisadas sob as mesmas condi¢des para avaliacao
das concentracdes de (15E)-licopeno nos frutos.

Ensaios realizados foram capazes de demonstrar, de maneira objetiva, que a
metodologia proposta conduziu a resultados confiaveis a qualidade desejada, de acordo
com o guia de validag&o proposto pelo Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e
Qualidade Industrial (INMETRO).

Foram utilizadas ferramentas estatisticas para comparar os teores de (15E)-
licopeno, em diferentes Estados do Brasil, sob diferentes manejos. Os resultados
indicam os maiores teores da substancia em cultivares convencionais e mostram que o
ensacamento do fruto é um fator decisivo para a biossintese do (15E)-licopeno.

Palavras-chave: Licopeno. Tomate. CLAE.



ABSTRACT

COELHO, A. F. F. Comparative study of (15E)-lycopene content by HPLC-PDA between
tomatoes cultivars under TOMATEC and traditional handling. 2014. 103 f. Dissertacao
(Mestrado em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

The tomato (Solanum lycopersicum L.) is considered a functional food by
antioxidizing effect. The fruit contain carotenoids, L-ascorbic acid, vitamin E, and
phenolic substances. Studies indicates that consumption of tomato can retards the
aging effects and grow up the immune system in humans, although it is not possible to
assert a direct relationship between the prevention or cure of any cancer with
consumption of lycopene based products. In 1990°s the Brazilian Agricultural Research
Corporation (EMBRAPA) developed the project named TOMATEC, the ecologically
cultivated tomatoes. The production is based on a different management, which aims at
the optimization of land use, lower consumption of pesticides, herbicides and incentives
to family farmers' production.

The study aims to observe the influence of different managements: traditional
TOMATEC in the production of (15E)-lycopene in tomato fruits in different Brazilian
cultivars. Thus, the high performance liquid chromatography coupled with a photodiode
array detector (HPLC -DAD) in polymeric 30 carbon bonded stationary phase (C3p). This
stationary phase is able to separe high efficiency carotenoids, including lycopene
geometrical isomers. Samples were collected, processed, extracted and analyzed under
the same conditions to evaluate the (15E)-lycopene content in fruits.

Tests performed were able to show that the proposed methodology produced
reliable quality results, according to the validation guide proposed by the National
Institute of Metrology, Standardization and Industrial Quality (INMETRO).

Statistical tools were used to compare the (15E)-lycopene contents in different
Brazil States, under different managements. The results indicates the highest content of
this substance in conventional cultivars and show that bagging fruit is a decisive factor
for the (15E)-lycopene biosynthesis.

Keywords: Lycopene. Tomato. HPLC.
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INTRODUCAO

Os carotendides fazem parte de um grupo de mais de 600 substancias na
natureza, divididos em dois subgrupos: os carotendides hidrocarbénicos ou carotenos e
os carotendides oxigenados ou xantofilas, os quais apresentam os grupos hidroxila,
metoxila e carbonila em sua estrutura.

O tomate (Solanum lycopersicum L.) é um alimento em plena tendéncia de
crescimento produtivo no Brasil. A industria alimenticia, faz uso do tomate para a
preparacdo de molhos e conservas, além do uso em redes que comercializam
alimentos prontos para consumo. Também se destaca seu uso in nhatura,
comercializado em varejo. Dados estatisticos da Organizacédo das Nacdes Unidas para
a Alimentacao e Agricultura mostram que a produgéo de tomates no Brasil cresceu de
3,0 para 4,0 Mt/ano, entre 2000 a 2010 (FAO, 2012).

O licopeno faz parte do grupo de substancias antioxidantes presentes no tomate.
Ele a vermelhiddo do fruto. Existem varias formas isoméricas do licopeno, entretanto, o
(15E)-licopeno é a forma mais abundante dentre todas. (LENUCCI et al, 2009).

Alguns grupos na comunidade cientifica apoiam que o consumo de tomate,
principalmente in natura, favorece a prevencao de doencas como, por exemplo, alguns
tipos particulares de cancer (WEISBURGER, 2002) e doencas cardiovasculares
(WILLCOX; CATIGNANI; LAZARUS, 2003). O consumo de tomate na dieta alimentar
nas formas de puré, extrato e in natura favorece um processo antioxidante a estrutura
do DNA humano (RISO et al, 2004). Outros autores afirmam que ndo ha relagéo direta
entre uma dieta a base de tomate e seus derivados alimentares com doengas como
canceres de pulmdo, colo retal, mama, cervical e endometrial (KAVANAUGH;
TRUMBO; ELLWOOD, 2007; OMER, 2002). Da mesma forma que ndo existe uma
relacdo direta entre a ingestdo de licopeno (como constituinte natural do alimento,
aditivo alimentar ou mesmo como suplemento dietético) e a cura de canceres como o
da prostata, gastrico, ovariano e pancreatico.

Diante de um mercado interno consumidor cada vez maior e com um manejo

tradicional agressivo ao solo, consumo de agua e uso de agrotdxicos, instituicdbes em
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parceria com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA)
desenvolveram o sistema de produgcdo do tomate ecologicamente cultivado
(TOMATEC). Este sistema baseia-se em um conjunto de acles, participativas e
integradas, que visam o aumento de produtividade, a aplicacdo de novas tecnologias
associadas a instrucdo, ao compartilhamento de conhecimentos com o produtor
familiar, a inclusédo social e ao empreendedorismo. As ac¢des agricolas sédo voltadas a
introducdo de tecnologias menos agressivas. Destacam-se: cuidados com solo,
aragem, menor quantidade de agrotoxicos, reposicdo correta de nutrientes, acidez,
perda de agua e irrigacdo, ensacamento das penas do fruto, entre outros. (TOSTO et
al, 2006; MACEDO et al, 2005). Analogo ao sistema TOMATEC, o sistema organico de
producdo é baseado em uma série de acdes que objetivam a otimizacdo do uso dos
recursos naturais e socioeconémicos, de maneira sustentavel, porém, esta prioriza a
eliminacdo dos processos mecanizados e automatizados, assim como manipulacdes
genéticas e apela para 0 uso conservativo do solo e da agua, além de abolir o uso de
agrotoxicos sintéticos, este modo de producéo foi regulamentado no Brasil, através da
lei n. 10.831 de 23 de dezembro de 2003, dispde de maneira ampla sobre a agricultura
organica (BRASIL, 2003).

Alguns fatores ambientais influenciam a concentracdo de licopeno no tomate.
Dentre elas destacam-se a quantidade de herbicidas, a incidéncia de luz e a adicdo de
nutrientes como o calcio e fésforo (DUMAS, 2003).

A técnica instrumental amplamente utilizada para analise de carotendides é a
cromatografia de fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detectores na faixa de
comprimento de onda do ultravioleta ao visivel (UV-VIS) ou o detector com arranjo de
diodos (DAD). A manipulacdo de amostras envolve basicamente 0s processos de
extracao e particdo (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

A atual literatura ndo exibe qualquer estudo comparativo entre 0S manejos
TOMATEC, tradicional e orgéanico. O presente trabalho estabelece comparacoes
estatisticas entre as concentracdes de (15E)-licopeno entre lavouras submetidas aos
tratamentos tradicional e TOMATEC, com a variante tratamento organico, de forma a

verificar possiveis diferengas estatisticas entre os referidos manejos.
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1. OBJETIVOS

A presente dissertacdo tem como objetivo quantificar teor de (15E)-licopeno, em
diferentes culturas de tomate submetidas aos manejos, Tradicional e TOMATEC, por
CLAE-DAD.

1.1 Objetivos especificos

- Isolamento e quantificacdo de (15E)-licopeno a partir da matriz de meldo de
Sé&o Caetano;

- Adaptacdo de metodologia de extracao e particdo para as matrizes de tomate e
de meldo de S&o Caetano;;

- Validacéo parcial da metodologia analitica;

- Estudo estatistico comparativo entre manejos tradicional e TOMATEC, com
variantes de ensacamento, para avaliagéo do teor de (15E)-licopeno, no fruto do

tomate.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O tomate: Origem e taxonomia

O “péssego dos lobos”, assim era chamado o tomate, tradugéo grega do género
Lycopersicon, a qual se refere o fruto do tomateiro figurava entre as lendas da América
pré-colombiana como a fruta comida por lobos e lobisomens. Estudos indicam que a
origem da planta do tomate tenha surgido na costa do Oceano Pacifico, entre Equador
e Chile, o qual inclui as llhas Galadpagos até elevagdes andinas de 2000 m de altitude
(ESQUINAS-ALCAZAR; VINALS, 1999). Posteriormente o “xitomate”, nome de origem
asteca registrado pelos viajantes botanicos, foi encontrado em elevado numero de
variedades na zona do México, o qual fez deste pais o grande centro de seu cultivo. Os
primeiros trabalhos registrados de melhoramento da planta foram na Italia, em 1560. A
“poma d’'oro” (macad de ouro) revela a cor predominantemente amarela que o fruto
apresentava na época. No século XVIII, o tomate era amplamente cultivado na Italia
(ESPINOZA, 1991). A Figura 1 representa a planta do tomate, com seus frutos, flores e

brotos.

Figura — A Planta do tomate
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Fonte: ESPINOZA, 1991.

Sao admitidas duas sinonimias para planta do tomate. A classificagcdo Solanum
lycopersicum L. ganhou o primeiro home cientifico por Carolus Linnaeus, em 1753, o
qual atribuiu o género Solanum ao mesmo da planta da batata (Solanum tuberosum L.).
Um ano depois, Philip Miller, classificou a planta do tomate com o género Lycopersicon.
A nomenclatura de Miller (Lycopersicon esculentum M.) é a mais usada por botanicos.

Atualmente a comunidade cientifica considera uma estreita relacdo genética
entre os cloroplastos da planta da batata e do tomate. Desta forma, parte da sociedade
cientifica, empreendeu o resgate do género Solanum (SILVA et al, 2008). De qualquer
forma serdo admitidas e citadas, na presente dissertacdo, as duas classificacdes:
Solanum lycopersicum L. e Lycopersicon esculentum M.

Em relagéo a forma do fruto, séo consideradas 5 classificagfes para o tomate,
baseado no habitat do plantio e nas caracteristicas dos frutos. A Tabela 1 indica as
variantes.

Tabela 1 — Variantes dos formatos do tomate

Variante Formato
Commune Tomate comum
Cerasiformae Frutos pequenos. Forma de cereja
Pyriformae Forma de pera
Grandifolium Tomateiro folha de batata
Validum Tomate ereto e vertical

Fonte: GOPALAKRISHNAN, 2007.

Os frutos possuem bagas de cor amarela, rosada, vermelha ou violacea, de
forma globular, piriforme, carnosa, indeiscente, de superficie lisa ou com sulcos
longitudinais. As formas sdo: meio-longo, piriforme, quadrado e oval. O fruto possui de 3
a 16 cm de didmetro e o numero de cavidades variam de 6 a 30, como exibido na
Figura 2. O corte transversal do fruto indica a pele, a polpa que se prolonga pelo tecido

placentario e a polpa gelatinosa que envolve as sementes (ESPINOZA, 1991).
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Figura 2 — Diferentes tipos de bagas dos frutos do tomateiro e representacdes das
cavidades do tomate em cortes transversais.

meio-longo piriforme

quadrado oval

Fonte: ESPINOZA, 1991.

2.2 Consumo e producao

2.2.1 Consumo mundial

O tomate esta entre os alimentos mais consumidos no mundo. Dados da FAO,
entre os anos 2000 a 2011, relativos a producdo mundial de tomate, indicam que a
producdo brasileira foi a 92 maior do mundo, com 43,9 Mt. A China, maior produtor,
colheu 413,6 Mt. Desta forma, o Brasil produz apenas cerca de 10% da producdo do
maior exportador, a China. E notavel que a cultura do tomate seja representada com
producdes substanciais em variadas regides do mundo como Asia, as Américas (Norte,
Central e do Sul), Europa e Oriente Médio, como exibido na Tabela 2 (FAO, 2013).
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Tabela 2 — Paises com maiores produc¢des de tomate entre 2000 e 2011

Pais Mt
China 413,6
Estados Unidos da América 153,2
Turquia 118,7
india 117,3
Egito 95,6
Italia 78,9
Republica Isdmica do Iran 56,3
Espanha 49,5
Brasil 43,9
México 33,8

Fonte: FAO, 2013.

2.2.2 Producdo e consumo de tomate no Brasil

Em relacdo a distribuicdo nacional da producdo do ano de 2012, as maiores
regides produtoras foram a Sudeste e Centro Oeste, que compreenderam 72,0% da
producdo. J& as regibes Nordeste e Sul, participaram com 11,4% e 16,4%,
respectivamente. A Regido Norte participou com apenas 0,1% da producao total do

pais, conforme exibido no Grafico 1.

Gréfico 1 — Distribuicédo percentual de producdo de tomate no Brasil em 2012
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Fonte: Adaptado IBGE, 2013.
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O Gréfico 2 indica que a producao brasileira de tomate, compreendida de 2000 a
2011, sofreu aumento significativo, de aproximadamente 3,0 Mt no ano de 2000 para
4,4 Mt no ano de 2011, um aumento de 46,6% para o periodo apurado. Também é
notavel o acompanhamento da producédo ofertada no mercado nacional (FAO, 2013).
Quanto a exportagdo em importacdo, o Brasil ndo realizou transagfes substanciais,
comparado a producdo do pais entre os anos 2000 a 2010. O méaximo exportado no
periodo foi alcancado em 2000, com 21600 t.

Gréfico 2 — Producéo e quantidade ofertada de tomate (2000 - 2010)
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Fonte: FAO, 2013.
Gréfico 3 — Exportacédo de tomate do Brasil (2000 — 2010)
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Fonte: FAO, 2013.

Em relacdo a importacdo, nunca foi revelado um comportamento regular para
este tipo de transagcdo no periodo. As observacbes acerca da importagdo para o
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periodo séo: A infima quantidade importada, com inclusive, a nulidade no ano de 2007.
Outra informacao notavel refere-se ao ano de 2009, com 465 t de tomate importado, de

acordo com o Grafico 4.

Gréfico 4 — Importacdo de tomate para o Brasil (2000 - 2010)
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Fonte: FAO, 2013

Os dados apresentados mostram que o Brasil possui um forte mercado

consumidor interno referente ao tomate, praticamente independente de importacdes.

2.3 O tomate ecologicamente cultivado

A tomaticultura exige tratamento diferenciado, no que diz respeito a adubacéo e
0 manejo de agrotoxicos, ja que nao se trata de uma cultura nativa. Consequentemente,
0 risco de contaminacao por agrotoxicos nos frutos torna-se um fator preocupante.

O Sistema de Producdo do TOMATEC foi desenvolvido a partir do Projeto
“Adaptacdo e Desenvolvimento de Tecnologias para a Gestdo Agro ambiental
Sustentavel em Regides de Relevo Acidentado da Serra do Mar”, da microbacia do
Corrego da Cachoeira em Paty do Alferes, Estado do Rio de Janeiro, o qual foi
financiado pelo projeto DESUSMO - Unido Européia, FINEP-PADCT / CIAMB e FNMA
no ano de 1994. O mesmo foi finalizado no ano de 2006 pelo projeto “Gestao
participativa da sub bacia do rio Sdo Domingos, RJ”, financiado pelo Edital da FINEP:
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02/2002, ambos coordenados pela Embrapa Solos. O sistema de produ¢cdo TOMATEC
contou adicionalmente com a parceria das instituicées ligadas a UFRJ, UERJ, SEEAPI-
RJ, Embrapa Hortalicas, FIOCRUZ, Secretaria Municipal de Agricultura e Meio
Ambiente — PMSJU e EMATER-RIO, com os municipios do Estado do Rio de Janeiro:
Paty do Alferes e Sao José de Uba.

O sistema é estruturalmente baseado em um conjunto de ac¢des participativas e
integradas, com uso preferencial de tecnologias menos agressivas ao solo, plantas,
frutos e ao proprio agricultor. As acbes propostas objetivam mais que somente o
aumento de produtividade, mas também, a aplicacdo de novas tecnologias associadas
a instrucdo e compartilhamento de conhecimentos com o produtor familiar, que por
extensdo, os auxiliam na inclusdo social e no empreendedorismo (MACEDO et al,
2005).

O solo é um dos maiores fatores no que diz respeito ao meio ambiente. O uso
correto deste recurso assegura um solo ndo erodido, 0 que é de extrema importancia
para 0 meio ambiente e para a economia local. Dentre as acdes recomendadas no
sistema TOMATEC, é incluida a construcdo de terragcos em nivel com a utilizacdo de
mecanizacdo animal, de forma a evitar a erosédo hidrica e sistemas mecanizados. A
figura 3 mostra um exemplo da criacdo de terragcos de nivel, no municipio de Sao José
do Ub4, Estado do Rio de Janeiro (BHERING, 2007).

Figura 3 — Criacdo de terracos de nivel no municipio de S&o José do Ub4 - RJ

Fonte: BHERING, 2007.

A conducdo da planta (tutoramento) € realizado por meio de fitilhos na posicéo
vertical, diferente do tutoramento tradicional em forma de “v”, tradicional e triangular,

como exibido pela Figura 4.
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Figura 4 — Sistemas de tutoramento em “v” invertido, em “x” e com fitilhos

}0.5
Fonte: FERREIRA, 2012.

O tomateiro é uma planta exigente em consumo de agua, seu fruto é constituido
de 93 a 95% desta substancia. Desta forma, a fertirrigacdo por gotejamento permite a
economia de agua, além de facilitar o transporte de adubo até a planta do tomateiro, de
maneira controlada e pontual, como exibida pela Figura 5. A Irrigacdo abaixo do nivel
adequado pode comprometer a qualidade do fruto, assim como o0 excesso de irrigagcéo
pode causar a disseminacdo de doencas entre as plantas do cultivar. A adicdo de
fertilizantes sollveis em agua € muito empregada no uso desta técnica. Desta forma,

uma das variantes é chamada de fertirrigacdo (BHERING, 2007).

Fonte: BHERING, 2007.

A corre¢do de parametros do solo € mais um procedimento previsto pelo sistema
TOMATEC. E necessaria a corre¢éo dos solos e adubacio em funcéo das analises de
solos e exigéncias da cultura. O uso de fertilizantes é avaliado em relacdo as alteracdes
nas quantidades de nitrogénio, fosforo e potassio hidrossollveis, na aplicacdo de

calcéario ou de calagem e na reposi¢do de micronutrientes.
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E relacdo & méo de obra, os produtores agricolas familiares sao treinados para
que tenham consciéncia da toxidez dos agrotéxicos manipulados, além do uso
adequado dos equipamentos de protecao individual. A otimizacdo das quantidades e da
frequéncia de aplicacdo também fazem parte das instrucdes relativas ao TOMATEC.

Em geral, os resultados apontam aspectos positivos na ado¢cdao do TOMATEC
em Sao José do UbQ, principalmente no que diz respeito a avaliagdo de impacto
ambiental, & recuperacéo do solo e 0 uso mais racional da agua para irrigacéo (TOSTO
et al, 2006).

O estudo conduzido por Ferreira et al (2012), no municipio de Sao Fidélis,
localizado no Estado do Rio de Janeiro, comparou alguns aspectos entre 0 manejo no
plantio tradicional, comparado ao manejo no plantio sob o sistema TOMATEC. Dentre
os resultados do estudo, destacam-se 0 menor numero de aplicacbes de agrotoxicos,
menor perda da produgcdo, menor uso de mao de obra para a operacdo de amarrio e
desbrota, além do menor custo de producdo. Verificou-se também que o manejo
tradicional obteve maior produtividade, comparativamente ao sistema TOMATEC.

Em particular, o Estado do Rio de Janeiro tem reconhecido e incentivado este
tipo de producdo agricola, através da Secretaria de Estado de Agricultura, Pecuéria,
Pesca e Abastecimento, através do programa Rio Rural, programa que faz parte da
Secretaria de Agricultura, Pecuaria, Pesca e Abastecimento e tem abrigado projetos
importantes como o0 programa, Rio Rural - Desenvolvimento rural sustentavel em
microbacias hidrograficas do Estado do Rio de Janeiro. (FONSECA et al, 2010).

O programa Rio Rural tem abrigado projetos importantes como o programa
“Desenvolvimento rural sustentavel em microbacias hidrograficas do Estado do Rio de
Janeiro”. O objetivo do projeto busca pelo desenvolvimento da cidadania e melhoria de
suas condicdes de vida, recuperacdo ambiental, aumento de renda, melhoria da
infraestrutura, maior insercdo no mercado e, principalmente, criagdo de uma nova
perspectiva de vida para suas familias e para as futuras geracbes. Para tal, foi
desenvolvido uma estratégia de acdo que utilizam as microbacias hidrograficas do
estado do Rio de Janeiro como unidade de planejamento e intervencdo, com a

participacdo direta das comunidades residentes. Atualmente, cerca de 300 mil
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habitantes sdo beneficiarios diretos do programa, das 470 microbacias identificadas.
(SECRETARIA DE AGRICULTURA E PECUARIA, 2013).

2.3.1 O sistema organico de producao agricola

O sistema organico de producao cresce continuamente no Brasil. Tal efeito cobre
uma demanda de consumo de mercado que busca em produtos cada vez mais seguros
a saude, livre de agrotoxicos, suplementos artificiais ao solo e manipulagcées genéticas
da planta. Em virtude de um manejo mais trabalhoso, a agricultura familiar encontrou
um potencial e crescente nicho de mercado.

O sistema orgéanico agropecuario de producéo é baseado em uma série de acdes
que objetivam a otimizacdo do uso dos recursos naturais e socioeconOmicos, de
maneira sustentavel. As acdes também visam a manutencdo da integridade cultural das
comunidades rurais. O manejo, de uma forma geral, prioriza a eliminacdo dos
processos mecanizados e automatizados, assim como manipulacdes genéticas, apela
para 0 uso conservativo do solo e da agua, além da abolicdo do uso de agrotoxicos
sintéticos (MELO et al, 2012).

No Brasil, a lei n° 10.831 de 23 de dezembro de 2003, dispde de maneira ampla,
sobre a agricultura organica (BRASIL, 2003), o qual seguiu por meio da
regulamentacdo desta lei através do decreto n° 6.323, de 27 de dezembro de 2007.
Nesta, foram delimitadas diretrizes para o0 regulamento técnico de produgéo,
distribuicdo, rotulagem, exposicdo, exportacdo e importacdo e adequacdo das normas
para produtores destinados a este fim (BRASIL, 2007).

Cabe ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) a criacdo
de normas para boas praticas de producdo de alimentos organicos. O MAPA, através
de sua instrucdo normativa n° 50 de 5 de novembro de 2009, foi implementado o
Sistema Brasileiro de Avaliacdo da Conformidade Orgéanica, integrado pelos 6rgéos e

entidades da administragcdo publica federal e pelos organismos de avaliacdo da
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conformidade credenciados pelo MAPA. Foi também empregado o uso de um selo
anico, valido para todo o territorio nacional, como exibido na Figura 6 (BRASIL, 2009).

Figura 6 — Selo concedido pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento para produtores rurais credenciados
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Fonte: BRASIL, 2009.

Além disso, o sitio eletronico do MAPA disponibiliza o cadastro nacional de
produtores organicos, acessivel ao publico por meio de uma planilha eletrénica, na qual
0os consumidores podem ter acesso a todos os produtores deste seguimento agricola
credenciados pelo MAPA. A atualizacdo mais recente (janeiro de 2014) exibe 2410

produtores certificados no pais. (BRASIL, 2014).

2.4 Os Carotenoides

Os carotenoides fazem parte de um grupo especifico de pigmentos naturais, o
qual compreende mais de 600 substancias conhecidas. As cores dos carotendides
compreendem o vermelho, amarelo e o laranja (ALUKO, 2012). Estdo presentes em
frutas e vegetais verdes, além de vagens e sementes de leguminosas como feijao e
ervilha (TANAKA; SASAKI; OHMIYA, 2008). Em geral, localizam-se nos cloroplastos
dos tecidos vegetais. Animais sdo incapazes de sintetizar carotenoides e a presenca
deles esta diretamente ligada a ingestao de alimentos. (JASWIR et al, 2011).

A funcdo dos carotenoides nas plantas esta ligada intimamente a obtencéo de

energia luminosa para producdo de energia metabdlica do vegetal, assim como a



31

clorofila. Também funcionam como uma protecdo foto-oxidativa para plantas e algas
contra espécies oxigenadas toxicas (TANAKA; SASAKI; OHMIYA, 2008).

A composicao dos carotenoides nos cloroplastos dos tecidos vegetais superiores
€ notavelmente constante. Seus principais componentes sdo: [B-caroteno (25-30%),
luteina (40-50%), violaxantina (15%) e neoxantina (15%). Outros carotenoides podem
também ser detectados como: [-caroteno, zeaxantina, anteraxantina e 5,6-epoOxi-
luteina. Apesar da constancia de proporcionalidade, os carotenoides sofrem grande
variagdo quantitativa nos mesmos tecidos vegetais. Grandes quantidades de
carotenoides sdo sempre encontradas em vegetais verdes escuros (BRITTON,
KHACHIK, 2009). No que diz respeito as algas, um grande numero de carotenoides
também s&o encontrados em meio marinho (DELGADO-VARGAS; PAREDES-LOPEZ,
2003).

2.4.1 Estrutura gquimica dos carotenoides

Ha duas classificacbes possiveis para o0s carotenoides: 0s carotenoides
hidrocarbbnicos ou carotenos e os carotenoides oxigenados ou xantofilas, os quais
apresentam os grupos hidroxila, metoxila e carbonila em sua estrutura. Sao constituidos
por oito unidades isoprenicas, com indicado pela figura 7, ligados cabeca com cauda
(RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA, 2004).

Figura 7 — Molécula do isopreno

Z

A estrutura quimica basica dos carotenoides é constituida de um polieno,
formado pela juncdo de 8 unidades isoprénicas, conforme indicado pela Figura 8. A
possibilidade de isomeria geométrica € comum para tais estruturas pela grande
quantidade de ligacdes duplas na estrutura. Os radicais que podem ligar-se

quimicamente a estrutura da Figura 8 sdo variados: Cadeias carbobnicas ciclicas ou
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pY

aliciclicas, saturadas ou insaturadas, com ou sem oxigénio pertencente a estrutura
(INBARAJ; CHEN, 2008).

Figura 8 — Estrutura primaria dos carotenoides

Fonte: INBARAJ; CHEN, 2008.

2.4.2 Classificacdo dos carotenoides

Os carotenoides podem ser classificados de duas formas: pela estrutura
molecular e pela funcionalidade. A primeira é pela estrutura molecular, a qual fornecem
as denominacdes: carotenos ou xantofilas. Os carotenos séo caracterizados por sua
constituicdo integralmente hidrocarbonica, enquanto que as xantofilas sé&o
caracterizadas pela presenca do &tomo de oxigénio na estrutura.

A outra maneira de classificacdo dos carotenoides pode ser pela funcionalidade.
Assim, denominam-se 0s carotenoides como primarios ou secundarios. Os primarios
sdo caracterizados pela participacdo no processo fotossintético dos vegetais, ja 0s
secundarios, sdo assim classificados por ndo serem diretamente relacionados com a

sobrevivéncia dos vegetais. O licopeno € considerado um carotenoide primario
(DELGADO-VARGAS, 2003).

2.4.3 Caracteristicas fisico-quimicas do licopeno

Os carotenoides em geral, entre eles o licopeno, sdo substancias de carater
lipofilico, insolaveis em agua, porém, sollveis em solventes organicos como acetona,
éter etilico, cloroformio e acetato de etila (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).
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A coloragdo vermelha do licopeno é bem visivel em frutas como tomate,
melancia e morango (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA, 2004). A Figura 9 exibe o
licopeno na forma de p6 (ENCYCLOPEDIA BRITANNICA, 2013).

Figura 9 — Licopeno na forma soélida

Fonte: ENCYCLOPEDIA BRITANNICA, 2013.

Em funcdo das 11 ligacGes duplas conjugadas (total de 13), o licopeno poderia
apresentar 2048 isbmeros geométricos em funcéo das duplas ligacdes, porém, existem
na natureza apenas 72 conhecidos. Os isdmeros geométricos mais encontrados no
tomate sdo os mono (Z) isémeros: (52)-, (92)-, (132)- e (152Z)-licopeno (LEE; CHEN,
2002).

A nomenclatura sistematica para o (15Z)-licopeno é: 2,6,10,14,19,23,27,31-
octametil-2,6,8,10,12,14,16,18,20,22,24,26,30-dotriacontatridecaeno, ou, ¥-%-caroteno
(WINDHOLZ, 1976.), conforme indicado pela Figura 10.

Figura 10 — Estrutura do (15E)-licopeno

Fonte: WINDHOLZ, 1976.
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2.5 Biossintese do licopeno

2.5.1 As unidades isoprénicas

O isopreno nao é diretamente a unidade formadora dos carotenoides, apesar de
sua producdo na natureza e proximidade com as estruturas dos carotenoides
(ROHMER, 1999). As unidades isoprénicas responsaveis pela formacdo das moléculas
dos carotenoides mais complexas sao os ésteres difosfatos: difosfato de dimetil alila

(PPDA), assim como o difosfato de isopentenila (PPIP), como mostrado na Figura 11.

Figura 11 — Estruturas do difosfato de dimetil alila e do difosfato de isopentenila

() (b)
)\/\OPP A oPP

Legenda: (a) — PPIP; (b) - PPDA
Fonte: ROHMER, 1999.

Em plantas, a sintese dos carotenoides inicia a partir do PPIP, dentro dos
plastideos e sdo acumulados no mesmo local. Hipoteticamente, as enzimas
carotenogénicas estdo associadas em complexos dentro das membranas dos
plastideos. A producdo dos terpendides através do PPIP e do PPDA é baseada em
duas rotas de biosintese: pela rota do acido melavénico (AMV) ou pela rota do 5-fosfato
1-deoxi-D-xilulose (5PDX) (DEWICK, 2002).

2.5.2 Rota do acido melavolbnico

A rota do AMV estéa envolvida na producéo de carotenoides em fungos. A sintese
envolve a condensacdao inicial de duas moléculas de acetilcoenzima A (AcCoA) para a

geracdo de acetoacetilcoenzima, como na Figura 12a. A terceira molécula derivada da
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AcCoA é incorporada e gera um aumento de cadeia, como mostra a Figura 12b, além
de reducdes consecutivas por NADPH, como na figura 12c, até a formacdo do AMV.
Apos uma série de etapas de fosforilagbes, o0 AMV é convertido a PPIP em equilibrio
com o PPDA, como mostrado na Figura 12d (DEWICK, 2002).

Figura 12 — Rota sintética pelo acido melavolénico

[¢] (0] O [¢]
+ @
.
SCoA SCoA SCoA

NADPH

(d) 3 ATP

)\/\
opp €

Legenda: (a) — formacdo de acetoacetiicoenzima A; (b) - etapa de reducdo de
acetoacetilcoenzima A; (c) - Formacgéo do AMV; (d) — Formacéo de PPIP e PPDA.
Fonte: DEWICK, 2002.

2.5.3 Rota do 5-fosfato-1-deoxi-D-xilulose

Uma rota alternativa de formacdo do PPIP pode ser observada em bactérias e
nos plastidios de plantas. A rota do 5PDX faz uso do padrdo de sintese glicolitica, a
partir do &cido piravico (AP) e do 3-fosfato-gliceraldeido (3PG), este que promove a
descarboxilagéo do piruvato, Figura 13a (SANDMANN, 2000).
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Figura 13 — Rota sintética pelo 5-fosfato-1-deoxi-D-xilulose
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Legenda: (a) - descarboxilagdo do piruvato; (b) geracédo do derivado difosfocistidina; (c) — etapa de
fosforilacdo; 9d — formacao do fosfoanidrido ciclico.
Fonte: DEWICK, 2002; SANDMANN, 2001.
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A etapa subsequente é a formacdo do 4-fosfato-2-C-metil-D-eritritol-4-P
(4P2CDE) por meio de um rearranjo similar ao pinacoélico com consequente reducao da
molécula em meio a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH). O 4P2CDE
reage com o trifosfato de citidina (TPC) e produz um derivado difosfocistidina, Figura
13b. este é fosforilado pelo trifosfato de adenosina (TPA), Figura 13c. O produto &
convertido a uma fosfoanidrido ciclico, Figura 9d, com perda de fosfato de citidina. Este
ciclofosfato leva ao produto PPIP por rotas que ainda n&o estdo bem esclarecidas
(DEWICK, 2002).

2.5.4 Sintese de carotenoides a partir do difosfato de isopentenila e do difosfato

dimetilalil

As propostas sintéticas para a formacao dos carotenoides baseiam-se na rota de
formacdo de unidades terpendicas, a partir de unidades isoprénicas ativas
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bioquimicamente, que sdo o PPIP e o PPDA. Tais unidades isoprénicas de 5 carbonos
(Cs) séo as responsaveis pela formacgéo dos terpendides geraniol (C,o), farnesol (Cis),
geranilgeraniol (Cy). Os terpendides esqualeno (Czp) e o fitoeno (C4g), embora também
derivados da condensacdo de unidades isoprenoicas, mostram uma ligacdo cauda-
cauda nos centros das moléculas sao frutos das condensacdes dos terpendides acima
citados. Tanto o PPIP como o PPDA séao convertidos a difosfato de geranila, por meio
da enzima prenil transferase. O mecanismo reacional mais aceito € a ionizacdo do
PPDMA, Figura 14a, seguida da adicdo a dupla ligacdo do PPIP, Figura 14b, seguido

da perda estereoespecifica de um préton (Hr), como na Figura 14c.

Figura 14 — Sintese do difosfato de geranila

Legenda: (a) - ionizacdo do PPDMA,; (b) - Reacdo de adicdo a dupla do PPIP; (c) - Perda
estereoespecifica do préton (Hg).
Fonte: DEWICK (2002); SANDMANN (2000).

O PPG formado fornece analogamente o difosfato de farnesila (PPF), Figura 15a
com a autoionizacdo do PPG e adicdo a dupla ligacdo pelo PPIP, Figura 15b. A reacao
ocorre, de maneira analoga, a partir do PPF para a formagdo do difosfato de

geranilgeraniol (PPGG), conforme indicado na Figura 15c.

Figura 15 — Sintese do difosfato de geranilgeraniol a partir do difosfato de
farnesila

Fonte: DEWICK, 2002.
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2.5.5 Sintese do Difosfato de geranil geraniol

Da mesma forma, como na secao 2.5.4, duas moléculas de PPGG formam o a
molécula de (152)-fitoneo, Figura 16a. Com isso, Dewick (2002) afirma que uma grande
sequéncia de reacfes fitoquimicas que utilizam a enzima carotenide isomerase
permitem a formacgao do (15E)-licopeno, Figura 16b (TANAKA, 2007).

Figura 16 — Sintese de (15E)-licopeno a partir do (152)-fitoeno

Legenda: (a) (152)-fitoneo; (b) (15E)-licopeno
Fonte: DEWICK, 2002.

2.6 Atividade antioxidante dos carotenoides

A atividade antioxidante dos carotenoides é incontestavelmente relatada por
muitos autores e todos concordam que os carotenoides em geral atuam como
protetores da estrutura proteica do acido desoxirribonucleico (ADN) humano, de acordo
com Delgado-Vargas (2003) e Stahl et al (2000). A presenca de espécies oxigenadas
reativas (EOR) e espécies nitrogenadas reativas (ENR) sdo comuns na participacdo do
metabolismo humano, porém um desbalanceamento entre antioxidantes e EOR/ENR
gera estresse oxidativo na estrutura do ADN, membranas de acidos graxos de cadeia

insaturada e grupos tidis em proteinas. As espécies que compdem as EOR sédo as
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seguintes: anion superéxido (0;"), radical hidroxila (HO"), radical peroxil-lipidico (ROQO")
e o radical alquil-oxil (RO"), os quais atuam em reacfes enzimaticas e ndo enzimaticas.

Os mecanismos genéricos que envolvem as reacfes entre 0s carotenoides,
representados pela abreviatura CAR e as EOR envolvem, basicamente, trés tipos:
Adicdo radicalar (Reacdo 1), transferéncia de elétrons para o radical (Reagédo 2) e
abstracdo alilica do hidrogénio (Reacgdo 3). Também tem sido aceita a proposta para
adicao do radical peroxil-lipidico, adicionado em qualquer posi¢cdo na cadeia do polieno
carotendico. Como esta proposta gera um produto muito estavel, tal caracteristica pode
explicar o efeito antioxidante dos carotenoides em solucdo. Reacdes posteriores a
formacdo do radical ROO-CAR’ (Reacdo 4) ainda ndo estdo esclarecidas (KRINSKY;
JOHNSON, 2005).

CAR+ R’ R-CAR’ (Reacdo 1)
CAR + R’ R-CAR™ + R (Reacéo 2)
CAR+ R’ CAR’ +RH (Reacéao 3)
ROO’ + CAR  ROO-CAR’ (Reagcdo 4)

Fonte: KRINSKY; JOHNSON, 2005.

Estudos in vitro, ex vivo e in vivo em animais demonstram um grande numero de
acOes bioldgicas dos carotenoides. Sdo elas: precursores da sintese de vitamina A,
antioxidantes, aumentam a imunidade e participam da comunicagdo entre as células
(RAO; RAO, 2007).

A revisdo de Sies (1995) divulgou amplamente, através de dados de estudos em
fisiologia quimica, a relevancia de alguns grupos de substédncias com funcdes
antioxidantes como: vitaminas C e E, além de carotenoides e como espécies
oxigenadas altamente reativas podem interagir com essas substancias.

Ainda nao existe um valor de ingestdo de referencia para o B-caroteno e demais
carotenoides responsaveis pela sintese da pro vitamina A. Estudos estdo em
andamento para ajuste de um consenso a indicagdo para um valor (INSTITUTE OF
MEDICINE OF THE NATIONAL ACADEMIES, 2000).

Riso (2004) utilizou dietas com molho de tomate, puré de tomate e o préprio fruto

e analisou o0 estresse oxidativo do plasma sanguineo de humanos. Resultados
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indicaram uma relacéo direta da presenca de licopeno e &cido ascérbico nas células e
uma resisténcia oxidativa das mesmas. Estudos de Garcia-Valverde (2013) destinaram-
se a analise de substancias antioxidantes como licopeno, B-caroteno, acido ascorbico e
substancias fendlicas, em tomates. Além disso, a atividade antioxidante das
substancias hidrofilicas em diferentes variedades de tomates, estagios de maturagéo e
processamento e verificou que o ponto maximo de maturacdo revela maior potencial
antioxidante do tomate, além de maior teor de (15E)-licopeno. Os produtos in natura
possuiram um teor ligeiramente menor desta substancia frente ao produto processado,
0 que é compreensivel, pois este Ultimo estd na forma de puré, com menor teor de
agua.

Dumas (2003) analisou uma vasta quantidade de publicagcbes, as quais
analisaram as variacdes de concentracdo de antioxidantes em funcdo fatores
ambientais em culturas tomateiras. Fatores como irrigacdo deficiente e exposicéo
exagerada a luz relacionam-se com a diminuicdo da concentracao de licopeno no fruto,
entretanto, o autor relata que ainda sdo poucos os dados para que sejam obtidos
condicbes Otimas de crescimento da planta do tomate para que os antioxidantes

tenham concentragdes maximas no fruto.

2.7 Alimentos funcionais

2.7.1 Histoérico

De acordo com Wildman (2000), alimento funcional € um alimento natural ou
formulado o qual melhora o desempenho fisiologico, prevenir ou tratar doengas ou
distarbios. Eles incluem os itens desenvolvidos para fins de saude, assim como para
performance fisica. Dentre os alimentos funcionais mais conhecidos, estdo os vegetais

com as coloragcbes amarelo, verde escuro e vermelho, como o tomate.
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O conceito do termo alimento funcional, ou alimento fisiologicamente funcional,
foi criado no Japdo, em 1984, através do incentivo para pesquisa e desenvolvimento de
alimentos funcionais, criado pelo ministério da educacéo ciéncia e cultura japonés. O
projeto foi originado para o triénio 1984-1987, mas depois foi extendido por mais dois
triénios, 1988-1991 e 1992-1995. O custo total do programa foi préximo de US$ 9
milhdes. O resultado foi um relatério criado pelo Comité de Estudos para Alimentos
Funcionais, em 1990, resultou um decreto chamado: Foods for specific health use
(alimentos para uso especifico da saude), implementado pelo governo nipénico em
setembro de 1991. (FARR, 1997).

2.7.2 Os Alimentos funcionais no Brasil

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) introduziu o
termo “propriedade funcional” pela primeira vez, por meio de sua Resolugédo n° 16, de
30 de abril de 1999 (BRASIL, 1999a). O principal enfoque trata do Regulamento
Técnico de Procedimentos para Registro de Alimentos. Por meio dele, a ANVISA
buscou um aperfeicoamento das acdes de controle sanitario na area de alimentos,
aplicados principalmente para os alimentos ou substancias que n&o tinham histérico de
consumo no pais, ou ainda alimentos com substancias ja consumidas, mas adicionadas
ou utilizadas em altos niveis aos observados nos alimentos utilizados na dieta regular.

Desta forma, a indastria alimenticia passou a providenciar um relatério técnico
cientifico de avaliacdo de risco e demonstracdo de seguranca, avaliado por uma
Comissdo de Assessoramento Técnico cientifica em Alimentos Funcionais e novos
Alimentos, instituida pela ANVISA. Ja a Resolucdo da ANVISA n. 17, de 30 de abril de
1999, aprovou o Regulamento Técnico para estabelecimento das Diretrizes Basicas
para Avaliacdo de Risco e Seguranca de Alimentos com o intuito de provar, baseado
em estudos e evidéncias cientificas, se o produto é seguro do que diz respeito a saude.
(BRASIL, 1999b);

No anexo da Resolucdo n° 18, de 30 de abril de 1999, consta com as alegacdes

de propriedades funcionais ou de saude de alimentos para consumo humano,
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veiculadas nos rétulos de produtos elaborados, embalados e comercializados prontos
para a oferta ao consumidor. Deve-se ressaltar que a secéo 3.3 da referida resolucéo
refere-se ao produto final, e ndo a ingredientes ou componentes dos alimentos.

A ANVISA define a propriedade funcional como relativa ao papel metabdlico ou
fisiologico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento, desenvolvimento,
manutencdo e outras fungdes normais do organismo humano (BRASIL, 1999c). A

mesma resolucao ainda identifica os testes necessarios a aprovacao junto a ANVISA:

COMPROVACAO DA ALEGACAO DE PROPRIEDADES FUNCIONAIS OU DE
SAUDE.

4.1. A comprovacédo da alegacéo de propriedades funcionais e ou de saude de
alimentos e ou de ingredientes, deve ser conduzida com base em: consumo
previsto ou recomendado pelo fabricante;

finalidade, condicdes de uso e valor nutricional, quando for o caso; evidéncia(s)
cientifica(s) descrita(s) no item 4.2..

4.2. Evidéncias cientificas aplicaveis, conforme o caso, a comprovacdo da
alegacdo de propriedade funcional e ou de saude: composi¢cdo quimica com
caracterizagdo molecular, quando for o caso, e ou formulac¢éo do produto;
ensaios bioquimicos; ensaios nutricionais e ou fisiolégicos e ou toxicoldgicos
em animais de experimentacdo; estudos epidemioldgicos; ensaios clinicos;
evidéncias abrangentes da literatura cientifica, organismos internacionais de
salde e legislacdo internacionalmente reconhecida sobre as propriedades e
caracteristicas do produto; comprovacdo de uso tradicional, observado na
populagdo, sem associacado de danos a saude (BRASIL, 1999c).

A Resolucédo da ANVISA RDC n° 2, de 07 de janeiro de 2002 passou a classificar
grupos de substancias quimicas como substancias bioativas e probiéticos isolados com
alegacdo de propriedades funcional e ou de saude, dentre elas, os carotenoides.

Desta forma, a comercializagcdo do licopeno, como substancia bioativa foi
liberada para comercializacdo, desde que atendam ao disposto no Regulamento
Técnico que Estabelece as Diretrizes Basicas para Andlise e Comprovacdo de
Propriedades Funcionais e ou de Saude Alegadas em Rotulagem de Alimentos, da
propria ANVISA.

Produtos a base de licopeno extraido do tomate sdo comercializados livremente.
Alguns suplementos podem ser observados na Figura 17, descaracterizados em
relacdo ao nome do fabricante (BRASIL, 2002).
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Figura 17 — Licopeno comercializados pela internet
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2.8 Espectroscopia da regido do visivel em carotenoides

A cor vermelha tipica do licopeno é baseada no fenbmeno espectroscopico de
absorcéo de luz na regido do visivel do espectro, que compreende entre 450 a 750 nm.

O fendbmeno de absorcdo da radiacdo eletromagnética na regido do visivel do
espectro sobre a matéria pode conduzir a uma mudanca dos elétrons ndo ligantes ou
elétrons pi (7)) de um estado energético de menor nivel para outro maior. Este processo
de excitagcdo é quantizado e trata-se de uma transicdo energética exclusivamente
eletrbnica. Em termos de teoria do orbital molecular, o elétron € promovido de um orbital
molecular ocupado de maior energia (HOMO) para um orbital molecular ndo ocupado
de mais baixa energia (LUMO). A diferenca de energia normalmente varia entre 125
kJ.mol™* e 650 kJ.mol™ (PAVIA et al, 2008). Para polienos, a transicédo observada é de
elétrons 7 para elétrons antiligantes 7+ para moléculas similares ao licopeno e seus
isdmeros geomeétricos. Desta forma, orbitais atdmicos p (¢) dos carbonos dos sistemas
conjugados em polienos, como o licopeno, interagem para produzir orbitais moleculares
ligantes e antiligantes (representados pelas funcées de onda y e "), por combinagées
lineares. O orbital ligante é o resultado da soma das fun¢gbes de onda de dois orbitais p
e o orbital antiligante (y") é o resultado da subtracido das funcdes de onda dos mesmos
orbitais p. Para sistemas de polienos como os carotenoides, especialmente o licopeno,
as transicdes observadas 7— 7° (HARVEY, 1999). A figura 18 exibe, como exemplo, as
possibilidades de interagcbes entre orbitais moleculares 4p da molécula do 1,3-

butadieno. Para moléculas como a do licopeno, o conjunto de ligacdes duplas
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conjugadas fornecem interagdes de maior complexidade entre os orbitais (PAVIA et al,

2008).

Figura 18 — Orbitais moleculares 4p do 1,3 butadieno
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Fonte: PAVIA et al, 2008

2.8.1 Identificacdo dos isbmeros geomeétricos do licopeno

Os carotenoides em geral possuem um padrao espectral na regido do visivel. Em

geral, sdo representados por 3 picos intensos, ou ainda, 3 picos intensos e mais uma

pico chamado de pico Z ou pico cis. (SALEH; TAN, 1991). O pico (Z) surge a

aproximadamente 142 nm abaixo da banda de maior absor¢cdo do carotenoide, como

observado na Figura 19 (ZECHMEISTER et al, 1943). Existem mais efeitos espectrais

notaveis entre para os isbmeros Z, comparado ao 15(E)-licopeno, como os efeitos

hipsocréomico e hipocréomico.
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Figura 19 — Espectros extraidos de CLAE-DAD de 3 isémeros do licopeno
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Legenda: (A) (152)-licopeno, (B) (132)-licopeno e (C) (15E)-licopeno.
Fonte: RODRIGUEZ-AMAYA, 2001.

Com relacdo ao aparecimento do pico (Z) ou cis em carotendides, estudos
iniciais realizados por Zechmeister et al (1943) afirmavam haver um relagéo direta entre
0 aparecimento do pico cis ou Z em moléculas de carotenoides com a forma curva que
0S mesmos adquirem nesta configuracdo geométrica por associacdo ao momento
dipolo da mesma por sua assimetria. Desta forma, uma nova transicdo eletrbnica é
intensificada. Ja Murrel (1963), afirma que o pico cis ndo é siginificante para o 15(E)-
licopeno em funcdo dos momentos de transicdo simetricamente equivalentes, o que
impede a formacéao de um dipolo na molécula, e assim, entende-se tal efeito como uma
transicdo proibida. Birge et al (1999) calculou os momentos dipolo do 15(E)-licopeno

computacionalmente, como representado na Figura 20.

Figura 20 — Representagédo de momentos dipolo no (15E)-licopeno

Fonte: BIRGE et al (1999).

Aditivamente, a razdo Q é uma das formas de auxilio na identificacdo

espectroscopica. Ela é calculada pela razao entre as alturas da banda Z pela altura da
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banda de maior absor¢do do carotenoide. A tabela 3 indica os valores da razdo Q de

alguns isdmeros do licopeno.

Tabela 3 — Razdo Q de alguns isbmeros geométricos do licopeno

Substancia Razao Q
(152)-licopeno 0,752
(132)-licopeno 0,562
(92)-licopeno 0,132
(52)-licopeno 0,07

Fonte: a - YEUM et al, 1996; b - SCHIERLE et al, 1997.

Para os isdbmeros geométricos do licopeno, a identificacdo é essencialmente
realizada por meio de varredura espectroscopica na regidao que compreende a faixa de
comprimento de 600 a 300 nm, aproximadamente.

Desta forma, além do formato espectral caracteristico dos isdmeros do licopeno,
como descrito exibido pela figura 19, os comprimentos de onda com absorc¢des
maximas dos isomero (15E)-licopeno sdo tabelados pela literatura e variam conforme o
solvente utilizado. A espectrofotometria UV-VIS é a técnica usada para a quantificacao

do (15E)-licopeno, como mostra a tabela 4.

Tabela 4 — Comprimentos de onda e absortividades maximas
Substancia Solvente A s (nm)
Propanona 448 474 505
Cloroférmio 458 484 518
Etanol 446 472 503
Eter de petroleo 444 470 502
Fonte: RODRIGUEZ-AMAYA, 2001.

(15E)-licopeno

N&o existem substancias de referéncia comercializaveis para os isémeros
geométricos do licopeno, com excecdo do (15Z)-licopeno, portanto, em CLAE-DAD, a
identificacdo destes € realizada apenas por meio do exame das relagbes entre as
alturas das bandas do espectro extraido, em funcdo do tempo de retencdo das
substancias detectadas (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Esta forma de identificacdo pode ser observada em uma série de artigos. Shierle
et al, 1997, utilizou esta caracteristica espectroscopica no licopeno para analisar os

seus isbmeros geométricos em plasma humano, enquanto que, Lee e Chen (2001)
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criaram um estudo comparativo para observar o desempenho entre as separagdes de

isbmeros de licopeno que utilizaram diferentes fases estacionarias Cig € Cgp.

2.9 A andlise por CLAE-DAD

A cromatografia é considerada um método de separacéo, o qual os constituintes
da amostra sdo distribuidos entre duas fases, uma estacionaria e outra movel, durante
o processo chamado eluicdo. Em geral, a fase estacionéria € solida ou liquida e a fase
movel pode ser liquida ou gasosa. Quando a fase movel € um liquido, o tipo de
cromatografia € a cromatografia liquida ou com fase liquida. A CLAE é caracterizada
pelo emprego de pressbes elevadas durante a separacdo cromatografica,
diferentemente da cromatografia liquida classica que opera a pressdao ambiente
(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002). As principais vantagens da técnica sao:
determinacdes quantitativas com boa seletividade e separacao de espécies nao volateis
e termicamente estaveis (TONHI et al, 2002).

Atualmente, o detector de arranjo de diodos é o mais largamente empregado na
CLAE, pois é bastante sensivel, adequado para eluicbes em gradientes e ndo sofre
alteracdes por flutuacdes de temperatura (MEYER, 2004). Os detectores DAD realizam
varreduras espectrais em faixas de comprimento de onda e suas respostas medem as
variagdes na absorbancia da luz na regidao de 190 nm a 800 nm durante a passagem do
eluente da coluna cromatogréfica na célula de fluxo (SKOOG; HOLLER; NIEMAN,
2002). Fases estacionarias cada vez mais seletivas séo fabricadas para a separacédo de
substancias com estruturas muito proximas, inclusive para isbmeros geomeétricos

provenientes de carotenoides.
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2.9.1 Anélise de licopeno e seus isbmeros por CLAE

O tomate possui em sua composi¢cdo majoritaria o isémero (15E)-licopeno (94 a
96%). Mas outros isdbmeros também estdo presentes, como o (52)-licopeno (3 a 5%), o
(132)-licopeno (1%) e (92)-licopeno (0 a 1%) (SCHIERLE, 1997).

A CLAE é a técnica analitica mais adequada para a analise dos isébmeros do
licopeno, assim como os carotenoides em geral. A aplicacdo dos detectores podem
variar, como o DAD, o UV-VIS, detector de massas, e ainda, o sistema de CLAE
acoplado com o equipamento de ressonancia magnética nuclear. A técnica de CLAE
nao é destrutiva para substancias facilmente degradaveis, como o licopeno e seus
isbmeros geomeétricos. A CLAE de fase reversa ¢é amplamente utilizada.
Tradicionalmente, fases estacionarias com suportes de silica ligada a radicais
polimerizados alquila de 18 atomos de carbono (Cig) eram e ainda s&o usadas na
separacao de carotenoides e, atualmente, fases estacionarias com suportes de silica
polimérica ligada a radicais polimerizados alquila de 30 atomos de carbono (Czp).

O licopeno normalmente é analisado in natura no tomate ou em formas
processadas do mesmo como: molhos de tomate, sucos e tomate em po. Inicialmente,
o licopeno era separado dos demais carotenoides através de andlises na CLAE com
dois tipos de detectores: DAD e UV-VIS (BRITTON; KHACHIK, 2009).

Analises de licopeno e seus isdmeros foram realizados em CLAE-UV de fase
normal, o qual se utilizava como fase estacionéria a silica gel (STAHL, 1993). Andlises
em CLAE que utilizaram fase reversa em carotenoides como Cig foram inseridas na
década de 1970 (ZACARIA et al, 1979) sinalizaram o a evolucdo da fase normal para a
fase reversa e o inicio do emprego da Csp, a qual permite maior seletividade (OLIVER,;
PALOU, 2000).

A partir de meados da década de 1990, foram desenvolvidas as fases
estacionarias C3p. Este avanco tecnoldgico proporcionou um significativo aumento de
seletividade na separacéo dos isbmeros do licopeno e demais carotenoides.

A Figura 21 mostra a separagdo de padrbes de alguns isdmeros do licopeno,
obtida por Stahl e Sies (1992). Pode-se observar uma separacdo com pequena
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resolucao entre os isbmeros Z do licopeno. A fase estacionaria C,g foi utilizada, pois se

tratava da Unica viavel para separacéo das referidas substancias.

Figura 21 — Separacgéo de isébmeros de licopeno em fase estacionéria Cig
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Legenda: (a) - (152)-licopeno, (b) - (92)-licopeno, (c) - (132)- licopeno, (d) - (15Z)-licopeno. Sistema
cromatografico: Modo isocratico. Fase estacionaria Cig (4,6 mm x 250 mm), diametro
de particula: 5 um. Fase mével: metanol:acetonitrila:diclorometano:agua (7:7:2:0,16),
fluxo: 1,0 mL.min™. Detector: DAD (460 nm). Volume de injecdo: 20 pL.

Fonte: STAHL et al, 1992.

A Figura 22 exibe a separacédo de 5 isbmeros geométicos do licopeno, obtida por
Lin e Chen (2003) em matrizes de suco de tomate. Neste caso € possivel observar uma
consideravel reslugédo entre os isdbmeros do licopeno, com o uso da fase estacionaria
C3. Desta forma, observa-se uma franca evolucdo da fase estacionaria utilizada na

separacao para substancias lipofilicas.
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Figura 22 — Separacéo de isdmeros de licopeno em fase estacionaria Czg
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Legenda: (a) - (152)-licopeno, (b) - (132)-licopeno, (c) - (92)-licopeno, (d) - (5Z)-licopeno,

(e) - (15E)-licopeno. Sistema cromatografico: Modo gradiente: Fase
estacionaria: C3g (4,6 mm x 250 mm), didametro de particula: 5 um. Fase movel:
Acetonitrila e butan-1-ol (7:3, v/v) (solvente A) e diclorometano (B). 99% de A e
1% de B (inicial), 4% de B (20 minutos), 50% de B (50 minutos) e 1% de B (55
minutos) fluxo: 2,0 mL.min™. Detector DAD (476 nm).Volume de injecdo: 20 pL.

Fonte: LIN e CHEN, 2003.

Algumas pesquisas sao direcionadas a estudar corridas cromatograficas mais

rapidas, e consequentemente, mais econémicas sem comprometer a estabilidade para

a analise de licopeno e seus isbmeros, como Ishida, Ma e Chan (2001) que utilizou a

CLAE e variou temperatura e volume de injecéo, de forma a otimizar a analise de (15E)-

licopeno e seus isdmeros. A matriz da Figura 23 é composta por (15E)-licopeno

recristalizado a partir de tomate. Ela ainda exibe o pico relativo a substancia majoritaria,

com tempo de retengdo proximo de 24 minutos.

Figura 23 — Cromatograma do (15E)-licopeno em sistema isocratico
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Legenda: (a) — (15E)-licopeno. Sistema cromatografico: Modo isocratico. Fase estacionaria:

MTBE:metanol:EtOAc (40:50:10), coluna analitica polimérica Cs (4,6 mm x 250 mm),
didmetro interno de 3 pm.

Fonte: ISHIDA, MA e CHAN, 2001.
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2.9.2 Avancos na andlise de licopeno e seus isbmeros

Uma das linhas de pesquisa mais recentes a respeito da analise de
carotenoides, incluido os isémeros do licopeno, esta ligada diretamente a néao
degradacdo destas moléculas por oxidagdo ao ar, por este motivo, técnicas como a
extracao por fluido supercritico, acoplado a CLAE surgem como uma nova opc¢ao.

Pol et al (2004) utilizou a CLAE, entretanto fez uso da extracdo por fluido
supercritico e demonstrou a capacidade que a técnica possui em analisar carotenoides
de matrizes vegetais, dentre elas, o tomate. O fluido supercritico utilizado foi o didxido
de carbono. O sistema possui hifenacdo com o sistema de CLAE, o qual utiliza uma
fase estacionaria monolitica Cig como “trapping”. As vantagens do meétodo estdo
ligadas a capacidade de extracdo de licopeno de pele do tomate sem a degradacgéo da
matriz por exposicdo ao ar e a luz, rapidez na andlise, e uso de menor quantidade de
solvente. Entretanto, a técnica € mais voltada para analise de licopenos totais, ja que a
técnica nado foi capaz de distinguir os isbmeros geométricos do licopeno.

A técnica de CLAE hifenada ao espectrbmetro de massas (EM) é um desafio
para a analise de carotenoides em geral. Pela natureza hidrocarbdnica e pela relativa
complexidade da matriz, torna-se muito dificil obter resultados de um grupo de
moléculas tao labeis e sem atomos com boa capacidade de adquirir carga. Desta forma,
poucos séo os trabalhos relacionados com o detector de massas.

Lucini et al (2012) validou a analise de licopeno e (-caroteno em tomates através
do acoplamento CLAE-EM por modo de eletronebulizacdo. Apesar do padrédo de
fragmentacao ser semelhante entre isbmeros geométricos do licopeno, a diferenciacao
entre eles foi realizada através dos tempos de retencdo dos componentes co-
particionados das matrizes. Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram de 8 ng.g*
e 28 ng.g™, respectivamente. Desta forma, o aumento de sensibilidade do método foi
vantajoso, porém sem estabelecer novidades no que diz respeito ao padrdo de
fragmentacdo. Comparativamente, Lin e Chen (2009) obteve valores de limite de
deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) nos valores de 90 ng.g' e 270 ng.g™ ,
respectivamente, ao utilizar a CLAE-DAD. Assim, os limites de deteccdo e de
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quantificacdo foram menores na técnica CLAE-EM. Interessante notar também que a
referida técnica exige um aparato mais sofisticado, com maiores cuidados em relagcéo

aos ruidos causados pela matriz, comparada a CLAE-DAD.
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3 METODOLOGIA

3.1 Amostragem no plantio

As areas de cultivo das amostras de tomate analisados localizaram-se nos
estados do Rio de Janeiro, especificamente em Nova Friburgo, e nos estados de Minas
Gerais (municipio de Jequitibd) e Sdo Paulo (municipio de Ribeirdo Preto). Os cultivos
tradicional e TOMATEC foram conduzidos em cultivares das mesmas propriedades
agricolas, entretanto, detalhes do plantio e do manejo ainda estdo sob sigilo pela
EMBRAPA. As amostragens ocorreram na quarta penca de tomates cultivados no ano
agricola de 2012 e 2013. A amostragem ocorreu forneceu cerca de 1,5 kg de frutos,

embalados sob o abrigo da luz e imediatamente transportados para o local de analise.

3.2 Instalac¢des fisicas, materiais e reagentes

3.2.1 InstalacOes fisicas para as andlises

Fez-se necessaria a utilizacdo de uma sala escura e climatizada para a
manipulacdo de matrizes fotossensiveis. Uma sala com cerca de 10 m? foi utilizada,
como mostrado na figura 18. Nela estédo contidos:

- sistema de refrigeracdo de ambiente (condicionador de ar);

- iluminacdo com lampadas amarelas;

- capela em fibra de vidro;

- homogeneizador Turrax T18, fabricante IKA,;

- linha de gas nitrogénio 5.0 grau analitico.
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Figura 24 — Espaco para manipulacdo de amostras fotossensiveis

3.2.2 Equipamentos e vidrarias utilizadas

Para o presente estudo foram utilizados os seguintes equipamentos de analise:
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, fabricante Waters®, espectrofotdmetro na faixa
de energia do UV-VIS, fabricante Varian, modelo Cary®50 e balanca eletrénica analitica,
fabricante Shimadzu®, modelo AUX220.

A CLAE foi a técnica escolhida para a separacdo das substancias contidas nas
matrizes utilizadas, além disso, também foi utilizada para quantificar o isdmero (15E)-
licopeno. O espectrofotobmetro na faixa de energia do UV-VIS foi empregado para a
determinacao do teor de (15E)-licopeno para a criacdo das solucdes padrdes.

Foi utilizado o cromatégrafo liquido de alta eficiéncia com mddulo cromatografico
Alliance® modelo 2690, com alca de injecdo com volume variado e capacidade de
2000 uL e forno com capacidade de aguecimento de até 65°C. Este sistema encontra-
se acoplado ao detector DAD modelo 2998, que permite monitorar na faixa de
comprimento de onda de 190 a 700 nm e taxa de aquisicdo com até 80 Hz. O coletor de
fracbes que esta ligado & saida do detector DAD, modelo WFIII® é capaz de recolher

até 120 fracdes, todos da marca Waters®, conforme apresentado na Figura 25.
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Figura 25 — Sistema cromatografico
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A fase estacionaria utilizada foi a de suporte polimérico C3, da marca YMC®,
com dimensdes 4,6 mm de didmetro interno por 250 mm de comprimento, com 3 pm de
didmetro de particula. O software utilizado para a manipulacdo dos resultados obtidos
foi o Empower®2.

O espectrofotdmetro Varian Cary®50 possui lampada de xendnio, feixe simples e
permite faixas de comprimento de onda de 190 a 1100 nm. As cubetas sdo de quartzo
com 1 cm de caminho optico.

Utilizou-se equipamento de ultrassom, fabricante UNIQUE, modelo Ultracleaner
700, com capacidade de 500 mL, para a retirada de gases da fase movel usada em
CLAE.

O purificador de agua utilizado foi da marca Millipore, modelo Direct 3 UV®, a
gual forneceu agua grau de pureza l.

Foram utilizadas micropipetas monocanal, marca Kacil®, com os seguintes
volumes fixos: 10, 20, 25, 50, 100, 200, 250, 500 e 1000 uL. Foi utilizado agitador de
tubos da marca QUIMIS® para a homogeneizacéo.

As demais vidrarias utilizadas basicas para as analises foram funis de separacao
com 60 mL de capacidade, bastdes de vidro, baldo volumétrico de 5,00 mL, gral e

pistilo.
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3.2.3 Metodologia para CLAE-DAD

Foi escolhida a metodologia de Sander, Sharpless e Purschl (2000) para o
estudo as matrizes de tomate por CLAE-DAD que emprega um gradiente de fase movel
com MeOH e metil-t-butil-éter (MTBE) e coluna cromatografica Csp.

A analise é iniciada com a maior propor¢cdo do componente da fase moével que
possui poder de eluicdo (MeOH). Com o decorrer do processo cromatografico, a fase
movel € enriquecida no solvente com menor poder de eluicdo, no caso MTBE. Este
solvente é considerado um diferenciador, jA que as substancias eluem com seletividade

guando a fase movel tem maior propor¢cdo de MTBE.

3.2.4 Reagentes utilizados

Foram utilizados solventes com grau de pureza cromatografica para o0s
processos de extracdo, particdo e dissolugdo das amostras e da substancia padrdo. A
agua utilizada para o processo de particdo foi a de grau | de pureza. A Tabela 5 mostra

0s reagentes empregados na manipulacdo da matriz: extracédo e particao.

Tabela 5 — Reagentes usados para a extragao e particao

Extracdo Particdo

Acetona grau cromatografico (Tedia) Solugdo aquosa de cloreto de sadio (Sinth)
Celite® (Tedia) Eter de petréleo (Tedia)
Sulfato de sédio anidro (Sinth)

Agua grau de pureza |

Para o sistema das fases moveis do CLAE-DAD foram usados os seguintes
solventes: MTBE, fabricante: Tedia e MeOH, fabricanteTedia. Para o sistema de
limpeza da agulha de injecédo, utilizou-se acetona, fabricante: Vetec. Todos os solventes

cotinham grau cromatografico.
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A solucédo padrdo de 15(E)-licopeno foi obtida por meio de recolhimento de
fracdo por corrida cromatogréfica a partir do tratamento da matriz do fruto e melédo de

Sao Caetano, como descrito nas secdes de 3.3.1.1 a 3.3.2.3

3.3 Matrizes

3.3.1 Manipulacdo das matrizes

Neste trabalho, as matrizes manipuladas se dividem em dois tipos: A amostra de
tomate (Solanum lycopersicum L.) e o fruto conhecido como meldo de Sdo Caetano
(Momordica charantia L.) do qual foi extraida a substancia (15E)-licopeno, para
utilizacdo como padrao cromatografico.

Todas as etapas de tratamento das matrizes foram realizadas em ambiente
climatizado e evitou-se ao maximo a exposi¢do das matrizes e dos respectivos extratos
a luz e ao ar por longos periodos durante a manipulagcdo, com o cuidado em evitar
degradacdo fotoquimica e térmica. As matrizes sofreram 0s seguintes processos

basicos de manipulacdo: A moagem, extracdo, particao e filtracao.

3.3.1.1 Padréo cromatogréfico

O (15E)-licopeno utilizado como padréo cromatografico foi extraido dos arilos das
sementes do meldo de Sao Caetano, como exibido na Figura 26. Este fruto em
particular possui alto teor de (15E)-licopeno (maior que 90% da concentragcdo dos
carotenoides totais). A concentracéo do licopeno encontrado em arilos de meldo de Séo
Caetano (MSC), o qual varia de 49,7 a 559 mg/100 g (PACHECO, 2009).
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Comparativamente, o tomate possui em torno de 9,7 a 11,84 mg/100 g (LIN; CHEN,
2003).

Os arilos do meldo de Sao Caetano sofreram separacdo entre a polpa e as
sementes. Pesou-se aproximadamente 1 g da polpa dos arilos e estes foram
transferidos para conjunto de graal e pistio em ceramica. Ao conjunto foram

adicionados cerca de 300 mg de Celite®. Todo o material sofreu maceragao.

Figura 26 — Fruto maduro do meldo de Sdo Caetano com os arilos expostos

Fonte: Pacheco, 2009.

3.3.1.2 Extracéo de licopeno do meldo de Sao Caetano

Ao conjunto foi adicionada uma aliquota com cerca de 5 mL de acetona.
Posteriormente, o solvente foi transferido para conjunto de filtracdo com kitassato de
500 mL com trompa de vacuo, acoplada a Filtro com placa de vidro sinterizado de
porosidade 4 e capacidade de 150 mL. O material retido no filtro foi repetidamente
recolhido, macerado em graal e readicionado com uma nova aliquota de 5 mL de
acetona e novamente submetido a filtracdo sob vacuo. O processo se repetiu até néao

haver formagéo de coloragéo intensa ao final do maceramento.
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3.3.1.3 Particdo da matriz de melédo de S&o Caetano

O filtrado recolhido foi transferido para um funil de separacdo de 60 mL, o qual ja
continha previamente cerca de 5 mL de éter de petréleo e 20 mL de solugéo salina de
cloreto de sodio a 5% (m/v). A fase aquosa foi recolhida e descartada. Mais 4 adi¢Ges
de solucéo salina foram realizadas. A cada adicéo, o sistema foi ligeiramente agitado de
forma a nédo atingir a parte superior do funil de decantacédo, como mostrado pela Figura
27.

Figura 27 — Sistema utilizado na particdo meldo de S&o Caetano

Ao fim, toda a solucéo salina de cloreto de sédio foi descartada. A fase etérea foi
recolhida para recipiente de vidro o qual continha cerca de 1 g de sulfato de soédio
anidro. O recipiente foi fechado com tampa de borracha, foi levemente agitado e
aguardou-se cerca de 2 minutos. O conteudo deste recipiente foi retransferido para
outro sem o sulfato de sodio.

O conteudo foi seco com corrente de nitrogénio. O sdlido foi ressolubilizado com
acetona grau espectroscopico ao volume de 5 mL. O contetdo foi submetido a cerca de
5 minutos de agitacdo em agitador de tubos de ensaio. Em seguida, filtrou-se parte do
conteudo em unidade filtrante em politetra fluoro etileno (PTFE) com 0,45 um de poro e

recolheu-se o filtrado em frascos para CLAE de 2 mL.
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3.3.2 Sistema CLAE-DAD para obtencdo de solucdo estoque

A matriz preparada nas secdes de 3.3.1.1 a 3.3.1.3 foi submetida ao sistema
CLAE-DAD. As fases moéveis obedeceram a um sistema de gradiente, como exibido na
Tabela 6. As condi¢cBes cromatogréaficas sédo as seguintes:

- volume de injecéo: 1500 pL;

- fluxo: 0,8 mL.min™;

- tempo de corrida: 25 minutos;

- temperatura da coluna: 33 °C;

- temperatura do amostrador: 15 °C.

Tabela 6 — Gradiente utilizado para a analise das matrizes

Tempo MTBE (%) MeOH (%)
0 30 70
14 95 5
16 30 70
20 30 70

Recolheu-se 2,5 mL do eluato sob a janela temporal entre 21 e 24 minutos.
Levou-se em consideracdo o tempo gasto entre a deteccdo e a passagem do eluato na
valvula coletora do médulo WFIII®. Verificou-se o espectro de varredura criado pelo
intervalo de comprimento de onda entre 600 e 300 nm de maneira a verificar a
similaridade com o espectro do (15E)-licopeno em éter de petréleo grau
espectroscopico. Realizaram-se 2 inje¢cbfes consecutivas para recolhimento de
quantidade de eluato. O fluxograma 1 mostra, de maneira simplificada o tratamento do
MSC para a obtencéo da SE.

Os conteludos dos eluatos sofreram mistura em recipiente de vidro com tampa de
borracha. Desta forma, criou-se a SE. Desta, retirou-se 3 aliquotas em micropipeta de
500 pL e transferiu-se os mesmos para 3 recipientes de vidro distintos e identificados
como SE;i, SE; e SEjs, respectivamente. Cada um foi seco com nitrogénio e a eles
foram adicionados 5,00 mL de éter de petréleo grau espectroscépico com pipeta

volumétrica.



61

Os conteudos foram ressolubilizado em agitador de tubos de ensaio por 3
minutos cada e, logo em seguida, os mesmos sofreram leituras em espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 470 nm. Os valores da absorcéo foram registrados e o teor
do licopeno foi calculado, conforme a equacao (1) para cada frasco.

O teor de (15E)-licopeno é calculado a partir da Equacéao 1:

, A.Dil.10*
[pg.mL]=——— (1)
&

1cm
Onde:
A: Absorvancia medida
Dil: Diluicao sofrida pelo analito para a leitura em espectrofotdmetro

e . Absortividade especifica do licopeno (3540)

As concentracdes de (15E)-licopeno em SE;, SE,; e SE3 foram determinadas

através da absortividade molar do licopeno em 470 nm de comprimento de onda (¢ =

3450), em éter de petroleo (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). A diluicdo foi realizada de
forma que as leituras em espectrofotbmetro fosse realizada dentro do intervalo entre
0,200 a 0,800 unidade de absorvancia, de forma a obedecer a lei de Lambert-Beer.
Realizou-se o teste estatistico para verificacdo de valores discrepantes e a média dos
resultados para a obtencdo do teor da SE. A figura 28 mostra o processo simplificado

da produgéo da SE.
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Figura 28 — Esquema simplificado da produc¢éo da solugéo estoque
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As solucdes geradas a partir de diluicbes da SE foram consideradas como

solucéo de trabalho (ST). As solucdes de trabalho foram usadas para a validacdo do
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método analitico proposto e sofreram as diluicdes, em triplicatas verdadeiras para a

construgdo da curva analitica.

3.3.3 Manipulacdo das amostras de tomate

Na amostragem, foram selecionados 5 tomates inteiros ao acaso e utilizou-se
uma faca de corte caseira de forma que cada fruto fosse longitudinalmente cortado em
4 partes simétricas. Duas partes opostas da totalidade de quatro foram escolhidas para
0 processo de trituracao.

Para o processo de trituracdo, as partes amostradas foram cortadas em pedacos
menores, com cerca de 5 cm de comprimento. O material foi recolhido em becher
plastico de 500 mL. Utilizou-se o homogeneizador Turrax® T18, por cerca de 5 minutos,
com 2000 RPM e ao abrigo da luz.

A partir da matriz homogeneizada, pesou-se cerca de 300,0 mg da amostra em
duplicata e com exatidao para tubo eppendorf de 2 mL. O material sofreu, logo em
seguida, adicdo imediata de 1 mL de acetona grau cromatografico.

3.3.3.1 Extracdo da matriz de tomate

Para a extracdo da matriz, foi utilizada 1,0 mL de acetona grau cromatografico.
Usou-se a ponta do bastdo de vidro de 10 mm de diametro para promover a extracao
por atrito junto a parede e ao fundo do tubo tipo eppendorf. Apds isto, 0 mesmo tubo foi
centrigufado a 50.000 rpm por 4 minutos. O sobrenadante foi transferido com
micropipeta de 500 uL para funil de separacdo de 60 mL, o qual continha o sistema
bifasico formado por 20 mL de solucdo aquosa salina de NaCl a 5% (m/v) e 2 mL e éter

de petréleo. Novos processos de extragdo a matriz contida no tubo eppendorf, com o
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mesmo sistema de solventes, foram repetidos até o total desaparecimento da coloragéo

predominantemente amarela.

3.3.3.2 Particdo da matriz de tomate

Os extratos centrifugados e transferidos para o sistema de particAo, como
descrito na secao 3.3.2.2, sofreram leve agitacdo circular, de modo que a acetona foi
carreada da fase etérea para a fase aquosa salina. A fase inferior deste sistema foi
descartada de forma a eliminar a acetona. Novas adicbes com cerca de 20 mL de
solucdo salina foram repostas, cuidadosamente, ao funil de separacdo. Apés 4
processos de adicdo de solugdo salina, o sobrenadante foi retirado por meio de
micropipeta de 500 pL e transferido diretamente para baldo volumétrico de 5,00 mL.
Mais dois processos de adicao e recolhimento da fase etérea foram realizadas de forma
a garantir a transferéncia quantitativa do conteudo da matriz.

O baldo volumétrico de 5,00 mL foi completado ao volume com éter de petréleo e
homogeneizado. ApGs este processo, cerca de 200 mg de sulfato de sddio anidro foi
adicionado ao baldo volumétrico. O sistema ficou em repouso por cerca de 5 minutos. O
liquido sofreu filtracdo em membrana de 0,45 um em PTFE. Retirou-se uma aliquota de
400 pL do filtrado e submeteu-se 0 mesmo a secagem com nitrogénio. O secado foi
ressolubilizado com 200 uL com acetona grau cromatografico em redutor de volume de
frasco de injecdo, vedado e submetido a agitacao por vértex por 3 minutos. A figura 29

mostra o processo simplificado da manipulacédo das matrizes de tomate.



Figura 29 — Esquema simplificado da manipulacao das matrizes de tomate
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3.4 Validacgéo

A validacdo do método foi parcial, a qual obedeceu alguns critérios do instituto
Nacional de Metrologia (INMETRO), baseado em seu guia para validagao (INMETRO,
2011). Este Instituto regulador indica o cumprimento dos seguintes critérios de
desempenho: seletividade, linearidade, precisdo, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo, exatiddo e recuperacdo para a validacdo do método empregado em que
a substancia a ser quantificada, (15E)-licopeno, esta em nivel de traco na matriz do
tomate (concentragcdo menor que 0,01%), de acordo com o INMETRO, 2011.

Apos a validacdo parcial do método proposto, foram calculados os teores da
forma isomérica de licopeno em maior concentracdo: o (15E)-licopeno. Com intuito de
observar a influencia dos diferentes manejos, tradicional ou Tomatec, no teor de (15E)-
licopeno na matriz de tomate. Para tal serdo usadas ferramentas estatisticas que

permitirdo inferir os julgamentos.

3.4.1 Seletividade

A seletividade foi verificada por meio do uso do sistema cromatografico como
descrito na sec¢ao 3.3.2.3. pela observacgao da resolugéao entre os picos das substancias
encontrados na matriz, comprovados pelos espectros de varredura caracteristicos na
faixa de comprimento de onda UV-VIS.

Apesar do INMETRO indicar o uso do material de referéncia, tal procedimento
ndo foi usado por se tratar de uma substancia extremamente labil as condigcbes
ambientais, desta forma, o transporte deste tipo de substancia favorece a degradacéo
do mesmo. Logo, optou-se por analisar a matriz de interesse similarmente ao que a
literatura ja propdés como Sander, Sharpless e Purschl (2000) e Pacheco (2009), os
quais confirmaram a pureza do (15E)-licopeno por identificacdo espectroscopica, na

faixa de comprimento de onda do visivel.
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O erro relativo (ER) entre a razdo Q calculada e a razdo Q da literatura utiliza a
formula (INMETRO, 2011), através da Equacéo 2:

Xlab —

ER = X\ 100 )

\

Onde: Xap: Medida laboratorial;
Xy: Valor verdadeiro.

3.4.2 Estudo da linearidade e Faixa de trabalho

O estudo da linearidade e da faixa de trabalho foi realizado com a construcao da
curva analitica de ST preparadas a partir da SE de (15E)-licopeno, dissolvido em
acetona grau espectroscopico. Foram avaliadas solu¢cdes padrdo em 5 niveis de
concentracdo, em triplicatas genuinas e ordem aleatdria. Essas solucdes foram
denominadas A (de maior concentracdo) a E (de menor concentragdo), e preparadas
como descrito na se¢do 3.3.2.3. As ST foram submetidas a metodologia proposta. Os
resultados das &areas obtidas por meio do software Empower®2 foram registradas. Em
posse de tais informagdes, foi construida a curva analitica, com o auxilio do programa
Microsoft Office Excel 2007, o qual forneceu o coeficiente de correlagéo linear (r) e o
coeficiente de determinacao (r%).

A linearidade da faixa de trabalho foi verificada através da obtencdo da curva
analitica, de acordo com a Equacéo 3.

Yi= Po+ BiXi 3)
Onde: y;: resposta da medida;
Po: coeficiente linear;
P coeficiente angular (sensibilidade);

Xj: concentracao.

A curva analitica foi obtida pelo método dos minimos quadrados, os residuos e 0

coeficiente de correlacao linear (r). Para cada nivel foi verificado a presenca de valores
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discrepantes, por meio do teste de Grubbs, assim como a homocedasticidade, por meio
do teste de Cochran, dos dados gerados para a confirmacdo da curva analitica
construida.

A faixa de trabalho utilizada para o método de analise proposto foi baseada na
possibilidade de uma larga faixa de concentracdo de (15E)-licopeno na matriz em

funcéo das diferencas de manejo.

3.4.3 Limite de deteccao

O LD é baseado no conhecimento do menor valor de concentracdo da
substancia de interesse ou da propriedade que pode ser detectado pelo método. Foram
produzidas diluicdes verdadeiras da ST de menor nivel, de modo a se obter uma
relacdo do sinal 3 vezes maior que o valor do ruido para o (15E)-licopeno. Foram
realizadas 7 corridas cromatograficas, com o método proposto. O desvio padrao relativo

foi avaliado.

3.4.4 Limite de Quantificacao

Foi adotada uma das formas indicadas pelo INMETRO para a determinagéo do
limite de quantificacdo (LQ), em matrizes em nivel de traco, que é admitir o valor da

concentracdo do nivel mais baixo da curva analitica.
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3.4.5 Precisao

Foi realizado o teste de precisao intracorrida, e foi expresso em termos de desvio
padrao relativo (DPR), segundo a Equacéo 4:

DP.100

DPR(%) =~

(4)

Onde: DP = desvio padrao;
CMD = concentracdo média determinada.

3.4.5.1 Repetitividade

E uma das formas de se exprimir a precisdo. Ela é expressa em relacdo a
caracteristica da dispersdo dos resultados quantitativos e pode ser determinada por
meio da analise de solu¢cbes de concentracbes conhecidas de (15E)-licopeno,
localizadas na faixa de trabalho.

As condicbes de repetitividade foram caracterizadas por utilizar: mesmo
procedimento de medigdo, mesmo analista, mesmo instrumento usado sob mesmas
condi¢cdes, mesmo local e repeticbes no menor espago de tempo possivel.

Foram realizadas 7 determinacdes de um nivel de concentracdo de (15E)-
licopeno da ST, com corridas cromatograficas aleatérias e verificou-se o DPR dos

mesmos.

3.4.6 Tendéncia

A tendéncia do método foi avaliada através da comparacdo entre valores de
concentracédo de (15E)-licopeno esperados comparados aos observados. A tendéncia,
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quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica nhuma combinacdo de

componentes de erros aleatérios e sistematicos.

A tendéncia é calculada através da Equacéo 5.

Tendéncia(%) = Vs 100 (5)

teo

Onde: Vys: Valor observado
Vieo: valor teérico

A determinacdo da concentracao de (15E)-licopeno na amostra sem a adicao de
ST, assim como a determinagdo na amostra com ST fizeram uso a partir da equacao da
curva analitica. O termo Vs € a resposta, em concentracdo, da amostra com adicéo
conhecida de ST e o termo Vi representa a concentracdo da amostra com adicéo
conhecida de ST de forma tedrica. Desta forma, utilizou-se a adi¢céo da ST, em triplicata

verdadeira, para a verificacdo da tendéncia.

3.4.7 Recuperacao

A avaliacado da eficiéncia do processo de extracdo empregado foi realizada pelo
teste de recuperacdo. Fez-se uso da adicdo de diferentes niveis de concentracdo a
partir de uma solucdo de trabalho de SE a amostra.m A recuperacdo foi determinada
segundo a Equacéao 6.
Re cuperagédo(%) = CST+‘Ef:“—_c’*m.loo (6)
ST

Onde: Cst+am = Concentracdo da (15E)-licopeno extraido;
Cam = Concentracao de (15E)-licopeno presente na amostra;
Cst = Concentracdo de (15E)-licopeno nédo extraida (solucédo padréo adicionada).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao do padréao de (15E)-licopeno a partir do Meldo de Séo Caetano

4.1.1 As metodologias de extracao e particao

Os processos de extracdo dos carotenoides e sua particdo foram baseados nas
metodologias de Rodriguez-Amaya e Kimura (2004). A acetona grau HPLC foi utilizada
como solvente de extracdo das matrizes, tanto de tomate como também na obtencéo
da solucéo padrao de licopeno, a partir do meldo de Sado Caetano. Em geral, utilizam-se
solventes oxigenados para penetrarem nas estruturas celulares e dissolver as
substancias de interesse. Utilizam-se também materiais inertes, abrasivos e finamente
divididos para a abertura das paredes celulares para as matrizes em estudo.

Para a particdo, foi utilizado o sistema salino aquoso em cloreto de sodio e éter
de petréleo em funil de separacdo de 60 mL, tanto para as matrizes como o padréo.
Tais sistemas de solventes para este processo de separacdo de fases estdo

amplamente solidificados no que tange a andlise de carotenoides.

4.1.2 Escolha do padrao de trabalho

O método analitico foi desenvolvido com a utilizagcdo do fruto MSC, para a
obtencdo do (15E)-licopeno. A extracdo de substéncias de interesse analitico é
amplamente aplicada por sua obtencgdo rapida e barata, além do emprego direto na
purificacdo e preparo de SE e ST. A Embrapa Agroindustria de alimentos, sediada em
Guaratiba — RJ desenvolve este tipo de trabalho. O mesmo pode ser confirmado por
Pacheco, 2009.
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4.2 Validagcdo da metodologia desenvolvida e avaliagdo dos critérios de
desempenho

A validacdo consiste em um conjunto de testes experimentais que garantem que
o método desenvolvido é apropriado para a finalidade pretendida, atendendo as
exigéncias das aplicacbes analiticas, estabelecidas pela legislacdo vigente, e
assegurando a confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2003; RIBANI et al, 2004).

Foi utilizado o Guia de Orientagdo sobre validacdo de métodos analiticos do
Inmetro, Resolugcdo DOQ-CGCRE-008, de 04 de julho de 2011 (INMETRO, 2011). A
validacdo do método analitico torna-se necessaria para obtencdo de resultados
confidveis, para a quantificacdo do (15E)-licopeno, na matriz proposta.

Os parametros analiticos foram avaliados segundo o ensaio do tipo | que
determina 0o componente em maior teor, neste caso, em relacdo aos demais
carotenoides presentes na matriz Assim, foram avaliados os seguintes parametros de
validacdo: seletividade, a linearidade, a faixa de trabalho, a precisdo, os limites de
deteccao e quantificagcéo, a exatidao, e a recuperacao (INMETRO, 2011).

O objetivo da validagdo da metodologia desenvolvida foi garantir a confiabilidade
dos dados experimentais obtidos e inferir sobre a influencia dos diferentes manejos da
cultura tomateira na concentracao de (15E)-licopeno.

4.2.1 Seletividade

O desempenho na medicdo da substancia de interesse pode ser comprometido
devido a presenca de outras substancias presentes na matriz com caracteristicas
quimicas semelhantes, denominadas interferentes. Estes podem aumentar ou reduzir o
sinal cromatogréfico indicando um erro na determinacdo, neste caso, de (15E)-licopeno
(INMETRO, 2011).

O teste de seletividade tem como objetivo verificar se o método € capaz de

produzir respostas para substancias com caracteristicas comuns e distingui-las umas
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das outras. O INMETRO ressalta que se a seletividade do método néo for assegurada,
outros parametros como linearidade, exatidao e precisdo estardo comprometidos.

A literatura descreve que a seletividade deve ser o primeiro parametro a ser
estabelecido para a validacdo do método desenvolvido (CASSIANO et al., 2009). O
sistema cromatogréafico empregado na andlise da matriz do tomate pode ser observado
da2 sec¢bes 3.3.3 a 3.3.3.2. A Unica intervencdo necessaria frente a analise proposta foi
relacionada a concentracdo da matriz. Para o teste de seletividade, foi necessario
injetar a matriz cerca de 5 vezes mais concentrada que a diluicdo de trabalho. Este
procedimento diferenciado se fez necessario para a obtencdo dos espectros UV-VIS
dos picos minoritarios da matriz.

Outra forma de comprovacdo de seletividade foi a diferenciacdo dos picos
encontrados na matriz entre substancias estruturalmente similares, diferenciadas
apenas pela isomeria geométrica. A injecao foi realizada com a matriz cerca de 5 vezes
mais concentrada que a diluicdo de trabalho. Tal procedimento foi necessario para a

obtencéo dos espectros UV-VIS dos picos identificados, conforme exibido na Figura 30.

Figura 30 — Cromatograma da matriz concentrada do tomate
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Legenda — Cromatograma da matriz do tomate concentrado nas condi¢cdes cromatograficas do
método proposto.

A figura 30 exibe o0s picos referentes as substancias mais proximas
estruturalmente ao (15E)-licopeno, estéo satisfatoriamente separados, conforme mostra
a Tabela 7. A Figura 31 exibe os formatos dos espectros extraidos nos tempos de
retencdo exibidos na Tabela 6. A forma de identificacédo utilizada fez uso do valor Q da
literatura, na secédo 2.6.1, tabela 4. O erro relativo (ER) entre a razdo Q calculada e o0 a
razdo Q da literatura utiliza a féormula (INMETRO, 2011).
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Tabela 7 — tempos de retencéo dos isdmeros do licopeno identificados

Tempo de retencédo Substéancia Razédo Q ER
14,33 (152)-licopeno 0,74 1,35
14,76 (132)-licopeno 0,58 3,57
16,29 (92)-licopeno 0,08 12,25

Consideram-se os valores da razao Q calculado semelhantes aos da razdo Q da
literatura em funcéo da proximidade dos valores absolutos. Em relacéo ao ER, nota-se
0 maior valor para o isomero (92)-licopeno. Deve-se levar em consideracdo que 0sS
valores numeéricos das referidas razbes sao baixos, logo, mesmo pequenas variacdes

absolutas podem resultar em um valor de ER alto, comparado aos demais isdmeros.

Figura 31 — Espectros de UV-VIS para os isbmeros do licopeno identificados
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Legenda - (a): (152)-licopeno; (b): (132)-licopeno; (c): (152)-licopeno, (d)- (15E)-licopeno.

4.2.2 Solucdo estoque

O eluato foi recolhido em tubo tipo eppendorf, através do médulo WFII® do
sistema cromatograifico, como descrito na secdo 3.3.2.3. O registro da separacéo esta
apresentado, através do cromatograma exibido, entre aproximadamente 18,5 e 20,5

minutos, pela Figura 32.
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Figura 32 — Cromatograma da obtencao da solucéo estoque de (15E)-licopeno
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Legenda: Em destaque a janela de recolhimento do (15E)-licopeno. Cromatograma da matriz do
tomate concentrado. Condicdes de analise: Coluna analitica: Czy (250 mm x 4,6 mm,
5 um), volume de injecdo: 1500 uL, temperatura da coluna: 33 °C, temperatura do
amostrador: 15 °C, fluxo: 1,0 mL/min, fase mdvel: metanol (solvente A) e MTBE
(solvente B); programa de gradiente: 70:30 (A:B) inicial. Da condicao inicial (70:30)
para (5:95) em 14,00 minutos, em 14,01 restaurada a (70:30) até 16 minutos e de
16,01 a 20 minutos o sistema foi mantido a (70:30). Janela de recolhimento entre
18,00 e 21,00 minutos.

O eluato recolhido no procedimento 3.3.2.3 foi amostrado em triplicata, sexo em
gas nitrogénio, diluido em éter de petréleo grau cromatografico e homogeneizado. As
respectivas solucdes sofreram leituras em espectrofotdbmetro, em comprimento de onda
de 470 nm. A Tabela 8 mostra os valores das absorvancias e as respectivas

concentraces, regidas pela Equacéo 1 para a determinacédo quantitativa da SE.

Tabela 8 — Resultado da Quantificagdo da solucao estoque

Absorvancia Concentracdo (ug.mL™)

SE; 0,2912 8,44
SE; 0,2899 8,40
SE; 0,2870 8,32

Média 8,39

4.2.3 Preparo das solucdes de trabalho

A partir da SE, de concentracdo 8,39 ug.mL™?, formaram-se as ST por diluicdo
com acetona grau espectroscopico. Formaram-se 5 niveis de concentracdo, em

triplicatas verdadeiras, e foram submetidas a corridas cromatograficas como descrito
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pela metodologia empregada. As ST foram nomeadas, em seus niveis de A e E,
conforme a tabela 9.

Tabela 9 — Apresentacéo da nomenclatura das solucdesde trabalho em pg.mL™

A B C D E F
8,39 6,72 5,04 3,36 1,68 0,34

4.2 .4 Estudo da linearidade

Este teste apresenta a capacidade da metodologia analitica de oferecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em estudo na
matriz, dentro de um intervalo especificado de concentracdo especificado (RIBANI et al,
2004).

Para o estudo da linearidade do método foram obtidas 3 curvas analiticas pelo
meétodo de padronizacdo externa, que consiste na injeca o de ST, em diferentes niveis
de concentracdo. E recomendada a andlise de no minimo 5 concentracdes distintas do
padrdo que se deseja quantificar (INMETRO, 2011). Assim, foram preparadas quinze
ST para analise de 5 niveis de concentragdo. Para cada nivel de concentracéo foram
preparadas 3 replicatas auténticas. Os cromatogramas das ST (A a E) utilizados para a
construcdo da curva analitica 1, apresentados no apéndice 7.1.

A qualidade dos resultados obtidos foi analisada pelos testes de Grubbs, em
seguida a linearidade foi verificada a partir da equacdo da regressdo linear,
determinada pelo método dos minimos quadrados (CUSTODIO; ANDRADE e
AUGUSTO, 1997).

O teste estatistico de Grubbs, recomendado pela International Organization for
Standartization (ISO), foi utilizado para deteccdo de valores discrepantes antes de
proceder a interpretacdo dos resultados obtidos (HIBBERT; GOODING, 2006). Este
teste consiste em relacionar a diferenca entre o valor disperso (suspeito) e a média do
conjunto de valores obtidos com o desvio padrdo do mesmo conjunto de resultados, de

acordo com a Equacéo 6:



77

valorsuspeito — y
Gcalc = ( Sp y) (6)

Onde:

y = média das areas obtidas em cada nivel de concentragéo;

As areas obtidas a partir da injecdo de cada solucéo padréao preparada, a média,

o DP sé&o apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10 — Estudo da linearidade e resultados de areas para as solucdes
padréo de (15E)-licopeno e teste de Grubbs

Solucdes padrdo de (15E)-licopeno
SOLA SOLB SOLC SOLD SOLE SOLF
Curval 4419535 3440008 2653688 1688541 1023222 165852
Curva2 4311491 3432003 2574684 1835513 900550 165866
Curva3 4515395 3447165 2582865 1763659 942169 161752

Média 4415474 3439725 2603746 1762571 955314 164490
DP 102013 7585 43444 73492 62383 2371
Teste de Grubbs
Curval 0,040 0,037 1,150 -1,007 1,089 0,461
Curva2 -1,019 -1,018 -0,669 0,993 -0,878 0,686
Curva3 0,979 0,981 -0,481 0,015 -0,211 -1,147
Gtabelado (3, 95%) = 1,154

Para determinacbes em triplicatas, o valor de Giapelado € 1,154 com 95% de
confianca, de acordo com Hibbert e Gooding (2006) além de Miller e Miller (2010). Este
valor foi comparado ao valor de Gipelado. D€ acordo com os resultados obtidos na
Tabela 5, ndo foram encontrados valores dispersos ao final das analises, pois todos os
valores de Gcaculado foram inferiores ao valor de Giapelado- ASSIiM, todos os resultados
foram utilizados para a construcdo da curva analitica.

O gréfico 5 apresenta a curva analitica e a equacdo do modelo linear obtidas

com auxilio do programa Microsoft Office Excel 2007.
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Gréfico 5 — Curva analitica do (15E)-licopeno obtido por padronizacao externa

Curva analitica - (15E)-licopeno

y = 517406x + 21833
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O Inmetro indica a analise dos residuos e do coeficiente de correlacdo para
confirmacgéo do modelo linear, inicialmente proposto.

O residuo é a diferenca entre os valores observados (experimentais) e previstos
pelo modelo para a variavel dependente, y. O grafico 6 apresenta os residuos em
funcdo da concentracao.

A andlise do grafico apresentado na Figura 16 pode indicar uma certa tendéncia
entre os residuos, 0 que caracterizaria um comportamento heterocedastico. Para avaliar
a homogeneidade da variancia dos residuos da regressdo da curva analitica foi

empregado o teste estatistico de Cochran.

Grafico 6 — Residuos em funcao da concentragcéo para o ajuste do modelo linear
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O teste de Cochran consiste na comparacao dos valores de Ccaculado € Crabelado
em nivel de 1% ou 5% de significancia (MILLER; MILLER, 2010). O valor de C é

calculado segundo a equacao 7.
7
8% (7
calculado — ZSQ

C

Onde: szmax = Maior valor de variancia encontrada nos resultados obtidos;
¥s? = Somatorio das variancias de todas as medidas.
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A maior variancia foi encontrada para as medidas realizadas com a solucéo C e
a partir desta foi determinado o coeficiente de Cochran (Ccaculado). D€ acordo com os
resultados da Tabela 8, os residuos apresentam comportamento homocedastico
(variancia constante), ja que Ccaiculado (0,4804) é menor que o valor de Ciapelado (0,6161)
em 5% de significancia (KANJI, 2006). Assim, a linearidade da faixa de trabalho é
confirmada, jA que os residuos sdo independentes e encontram-se aleatoriamente

distribuidos em torno do zero.

Tabela 11 - Avaliacdo da homogeneidade da variancia dos residuos da
regressao da curva analitica através do teste de Cochran
Avaliacdo dos residuos - Homocedasticidade

SOL A SOL B SOL C SOL D SOL E SOL F
Curval 54388,05 -58794,13 24128,17 -71776,53 132146,77 -31899,01
Curva 2 -53655,95 -66799,13 -54875,83 75195,47 9474,77  -31885,01
Curva 3 150248,05 -51637,13 -46694,83 3341,47 51093,77 -31999,01

Variancia 1,04.10% 5,75.10" 1,89.10° 5,40.10° 3,89.10° 3,87.10°

3s®=2,16.10"
C calculado = 0,4808; C tabelado (6, 2, 95%) = 0,6161

O coeficiente de correlacdo (R) € obtido a partir da raiz quadrada do coeficiente
de determinacéo (R?). Neste estudo, foi observado um valor de 0,9979 para o valor de
R?, o que indica um baixa dispers&o do conjunto de pontos experimentais obtidos e uma
incerteza menor para os valores dos coeficientes de regressao encontrados, ja que o
valor de R estad bem proximo de 1,000. Desta maneira, o valor de R é utilizado, segundo
o Inmetro (2011), para indicar o quanto a reta € adequada como modelo matematico
para o estudo do (15E)-licopeno na matriz de tomate. Esta analise so € valida para o
ajuste linear e representa a correlagdo entre os valores observados e os valores
estimados pelo modelo (RIBANI et al, 2004).

Ainda como alternativa, o Inmetro propde a avaliacdo da linearidade a partir da
analise de variancia (ANOVA). Estes resultados, obtidos com auxilio do programa
Microsoft Office Excel 2007, podem ser observados na tabela 12.
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Tabela 12 — Andlise de variancia para areas das solucdes padrao

ANOVA
Graus de Soma Quadréatica Média Quadratica Teste
liberdade (GL) (SQ) (MQ) F
Regressao 1 3,74.107 3,74.107 7595,943
Residuo 16 7,88.10" 4,93.10°
Total 17 3,75.10"

Realizou-se o teste F de significancia da regressao que consistiu na comparagao
dos valores obtidos a partir da razdo entre a média quadratica da regressédo e a média
quadratica dos residuos, MQr/MQ; (7595,943) e do ponto de distribuicdo F com 1 e 16
graus de liberdade, no nivel de 95% de confianca, cujo valor é 4,49. Observou-se que a
regressao € altamente significativa, pois o valor da razdo MQgr/MQ, € muito maior que o
valor de Franelado (1, 16, 95%)- A literatura descreve a utilizagéo da regresséo quando MQr é
pelo menos cinco vezes maior que MQ, (PIMENTEL; BARROS, 1996), ja que quanto
maior o valor da razdo MQgr/MQ; mais significativa € a relacdo entre as variaveis x e y.
ApoOs a comprovacéao da linearidade para a equacéo da regressao linear obtida na faixa
de trabalho da solucdo A a F, e com a determinacdo dos demais parametros de
validacdo do método, a curva analitica foi considerada apropriada para a avaliagdo da

concentracéo do (15E)-licopeno na matriz de estudo.

4.2.5 Limites de deteccao e quantificacéo e faixa linear de trabalho

O LD do método representa a menor concentracdo da substancia em exame que
pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando um determinado
procedimento experimental. Ja o limite de quantificacdo (LQ) representa a menor
concentracéo da substancia em exame que pode ser medida utilizando um determinado
procedimento experimental (INMETRO, 2011).

Para a determinacédo do LD e LQ foi utilizado o método da relacdo sinal-ruido.
Segundo o INMETRO (2011), € importante fornecer uma indicagdo do nivel em que a
detec¢do do analito pode ser distinguida do sinal do branco/ruido. Enquanto que o LQ é

0 menor ponto da faixa de trabalho linear determinada.
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A determinacdo do ruido foi realizada por meio da inspecdo visual da maior

variacdo de sinal isenta de analito. Para tal, foi empregado o método cromatograficos

proposto,

cromatografico.

com uma solucdo em branco, apenas constituida de acetona grau

Desta forma, realizaram-se diluicbes a da ST de menor concentragéo, de forma a

obter cromatogramas do (15E)-licopeno com valores de sinal desejaveis, ou seja, com

alturas em torno de trés vezes o valor da variacéao do ruido.

Para o LD foi encontrado o valor de 1 ng.mL™ e o LQ definido foi de 340 ng.mL™,

o0 menor nivel da curva analitica. A Figura 33 exibe os cromatogramas referentes ao LD.

AU

Figura 33 — Cromatogramas sobrepostos obtidos da diluicAo da solucéo de

trabalho e para determinacéo do Limite de deteccéo.
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Legenda: Cromatograma sob o método cromatografico proposto para determinacdo de (15E)-

4.2.6 Precisao

licopeno.

Representa a dispersao de resultados entre ensaios independentes, repetidos de

uma amostra, amostras semelhantes ou padrdoes sob condi¢cdes definidas. Pode ser
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avaliada em 3 niveis: precisdo intracorrida (repetitividade), intercorrida (precisdo
intermediaria) e interlaboratorial (reprodutibilidade).

A precisdo do método analitico foi avaliada a partir dos valores de desvio padrao
relativo (DPR) das medidas de areas obtidas. O INMETRO (2011) n&o indica uma faixa
determinada de valores aceitaveis para DPR. Ribani et al (2004) admitem valores de
DPR de até 20% para andlises de tracos e impurezas.

4.2.6.1 Precisao intracorrida (repetitividade)

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medicfes
sucessivas de um mesmo método obtidos com o0 mesmo analista e mesma
instrumentacdo no mesmo laboratorio em um curto periodo de tempo (Ribani et al.,
2004). Também é chamada de precisédo intra-ensaio ou intracorrida.

Para sua determinacao foram preparadas sete replicatas auténticas, ja que este
teste difere da precisdo instrumental ou repetibilidade de injecdes, que avalia a
sequéncia de inje¢cbes de uma Unica amostra, de acordo com Cassiano et al, 2009 e
Ribani et al, 2004. Este procedimento € empregado para certificar equipamentos e
verificar a qualidade de inje¢cdes manuais (CASS; DEGANI, 2001).

Para o teste de repetitividade foram utilizadas as trés replicatas verdadeiras
preparadas para a construcdo da curva analitica e foram preparadas mais 4 replicatas
auténticas para a solucdo D com concentracéo de 1,680 ug/mL de (15E)-licopeno.

A Tabela 13 apresenta as sete determinacdes realizadas, a média, o DP, o DPR

e os valores de G calculados pelo teste de Grubbs.

Tabela 13 — Resultados do teste de repetitividade para a solugéo D.

Area 1 Area2 Area3 Area4 Area 5 Area 6 Area 7
1023222 900550 942169 1092592 1136782 1137229 1085242
G.y -1,5451 0,97959
G tabelado (7.95%) = 2,020
Média 1045398 DP 93744,09 DPR(%) 8,967
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Nao foram detectados valores dispersos a partir do emprego do teste de Grubbs
para os valores suspeitos, ja que os valores de Geaculado S80 inferiores aos valores de
Giabelado Para 7 determinacdes no intervalo de 95% de confianca. O DPR encontrado foi
inferior a 10%, o que indica a repetitividade do método analitico desenvolvido para

analise de amostras do (15E)-licopeno.

4.2.7 Exatiddo ou tendéncia

A exatiddo de um método avalia o grau de concordancia entre os resultados
individuais obtidos em um ensaio e o valor de referéncia aceito como verdadeiro.
Contudo, um valor exato ou verdadeiro é obtido por uma medicéo perfeita e este valor é
indeterminado por natureza. Assim, o teste de exatiddo expressa uma combinacao de
erros aleatorios e sistematicos, por esse motivo é um parametro utilizado para
descrever a confiabilidade do método, assim como a precisdo (PASCHOAL et al, 2008).

A exatidao foi avaliada a partir dos dados da recuperacéo, no presente trabalho.

4.2.8 Recuperacao

A recuperacdo mede a eficiéncia de extracdo de um método analitico dentro de
um limite de variacdo. Esta deve ser realizada adicionando-se o padrdo a amostra
antes do processo de extragcdo e por este motivo é avaliada durante a etapa de
desenvolvimento do método e néo deve ser considerada como parametro de validacao
(PASCHOAL et al, 2008).

Assim, a recuperacao foi estimada pela analise de amostras fortificadas com
quantidades de (15E)-licopeno nas seguintes concentracdes: 1,72; 1,88 e 2,02 pg.mL™,

Segundo o INMETRO (2011), este procedimento € limitado ja que a substancia

adicionada ndo estd necessariamente na mesma forma como na matriz. Assim, a
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presenca de substancias adicionadas em uma forma mais facilmente detectavel pode
ocasionar avaliacbes excessivamente otimistas da recuperagdo. A recuperagao
desejavel deve estar proxima de 100%. A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos

para o estudo da recuperacéao.

Tabela 14 — Teste de recuperagao

Identificacdo (15E)-licopeno Recuperagéo (%)
Solucéao de trabalho 9,23
Amostra 1 1,69
Amostra 2 1,69
Amostra + 10 pL 1,72 100,38
Amostra + 10 pL 1,72 100,31
Amostra + 100 pL 1,88 100,26
Amostra + 100 pL 1,89 100,89
Amostra + 250 uL 2,02 93,62
Amostra + 250 uL 2,03 94,09

A partir destes dados pode-se inferir que o0 método é exato, pois 0s percentuais

de (15E)-licopeno encontrados estdo préximos do valor verdadeiro que é de 100%.

4.3 Determinagdo da concentracao de (15E)-licopeno em diferentes amostras de

tomate obtidas de manejos distintos

O método analitico proposto foi aplicado em as amostras de tomate obtidos de
diferentes manejos: tradicional, TOMATEC e, complementarmente, o tratamento
organico. Algumas amostras tiveram variados ensacamentos.

Para a quantificacdo do (15E)-licopeno nas diferentes amostras foi empregada a
curva analitica obtida a partir das injecdes das replicatas auténticas das solucdes A a F
(Gréfico 5), cujo valor de R? é 0,9979 e a equacéo linear é y = 517406x + 21833.

Em um trabalho colaborativo com Ferreira (2013), amostras de tomate,
provenientes de Nova Friburgo, Estado do Rio de Janeiro, foram analisadas sob

diferentes manejos, as concentracdes de (15E)-licopeno, sdo exibidas na tabela 15. Os
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nomes das amostras foram preservados de acordo com a identificacdo da pesquisa

colaborada, porém, as amostras foram separadas em quatro grupos (I, II, lll e V).

Tabela 15 — Amostras analisadas provenientes do Estado do Rio de Janeiro

AMOSTRA Licopeno (ug/100g) AMOSTRA Licopeno (ug/100g)
Grupo | Grupo I

Tomatec - Estufa - desensacado 5217,78
Trat. tradicional 6671,85 Tomatec - Estufa - desensacado 5084,07

Tomatec - Estufa 1 - Glassyne 5439,12

Tomatec - Estufa 1 - Glassyne 5798,04
Trat. tradicional 6725,97 Tomatec - TNT 5689,75

Tomatec - TNT 6235,06

Grupo Il Grupo IV

Tomatec - Trat. Org. - glassyne 6217,66
Org. - Estufa 2 - S/ saco 5726,94

Tomatec - Trat. Org. - glassyne 8280,63

Tomatec - Trat. Org. - desensacado 6528,76
Org. - Estufa 2 - S/ saco 5130,69

Tomatec - Trat. Org. - desensacado 7541,96

Tomatec -Trat. Org. - Saco pardo 5973,95
Org. - Estufa 2 - Saco 6962,13

Tomatec -Trat. Org. - Saco pardo 6213,00

Tomatec - Trat. org. - TNT 5467,30
Org. - Estufa 2 - Saco 7207,84

Tomatec - Trat. org. - TNT 4903,16

Legenda: Org: organico; Trat. Org.: tratamento organico

4.3.1 Comparacdo entre os grupos de amostras | e |l

Ao analisar os teores de (15E)-licopeno nos tomates estudados, observou-se o
maior teor da substancia para o grupo |: tomate tratamento tradicional, comparado com
0 grupo II: tomate tratamento TOMATEC.

Foi realizada a andlise de variancia para os resultados, através do teste F para

os dois grupos de resultados, para 95% de confianca, de acordo com a Tabela 16.
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Tabela 16 — Resultado do teste F para comparacgéo entre os grupos | e |l

Grupo | Grupo I
Média 6698,91 5577,30
Variancia 1464,49 177131,11
Observacbes 2 6
Fcalc 120195 Fcritico uni-caudal 230120

Como o valor de F calculado foi menor que o valor de F critico, entdo pode-se
afirmar que as variancias séo iguais estatisticamente. Desta forma, como o valor de t
calculado foi maior que o valor de t critico, pode-se afirmar que as concentracdes para

os grupos | e Il ndo séo iguais estatisticamente, como mostra a tabela 17.

Tabela 17 — Resultado da analise do teste t para os dados dos grupos | e Il

Grupo | Grupo Il
Média 6698,909 5577,302
Variancia 1464,495 177131,1
Observacdes 2 6
Variancia agrupada 147853,3
tcalc 3157 t critico bi-caudal 2!45

4.3.2 Comparacado entre os grupos de amostras lll e IV

Ao analisar os teores de (15E)-licopeno nos tomates estudados, observou-se o
maior teor da substancia para o grupo lll: tomate tratamento organico, comparado com
o grupo IV: tratamento organico TOMATEC. Foi realizada a andlise de variancia para os
resultados através do teste F para os dois grupos de resultados com 95% de confianca.
Como o valor de F calculado foi menor que o valor de F critico, entéo é afirmado que as

variancias sao iguais estatisticamente, como mostra a Tabela 18.

Tabela 18 — Resultado de comparacéo entre os grupos lll e IV

Grupo Il Grupo IV
Média 6256,90 6390,80
Variancia 983615,38 1173849,31
Observacdes 4 8

l:calc 1'1934 Fcritico uni-caudal 8'89
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Mesmo que o teor de (15E)-licopeno apresente-se numericamente maior para o
tratamento do grupo Il frente ao Grupo IV, o teste t apresenta um valor calculado foi
menor que o valor de t critico. Assim, pode-se afirmar que as concentracfes para 0s

grupos lll e IV séo iguais estatisticamente, como mostra a Tabela 19.

Tabela 19 — Resultado da analise do teste t para os dados dos grupos Il e IV

Grupo llI Grupo IV
Média 6256,90 6390,80
Variancia 983615,38 1173849,31
Observacgtes 4 8
Variancia agrupada 1116779,13
tcalc '0121 t critico bi-caudal 2!23

4.3.3 Comparacao entre os grupos de amostras Il e IV

Ao analisar os teores de (15E)-licopeno nos tomates dos grupos Il: TOMATEC e
IV: TOMATEC organico foram observadas flutuacdes de teor para os diferentes
ensacamentos. O maior valor refere-se ao tratamento TOMATEC organico com
ensacamento glassyne, enquanto que o menor foi o tratameto TOMATEC organico
saco TNT. O fator ensacamento pode ter influenciado no teor de (15E)-licopeno no

fruto.

4.3.4 Comparacao entre os grupos de amostras dos Estados de Minas Gerais e de Sao

Paulo

Para as amostras analisadas provenientes de diferentes estados observou-se
uma concentracdo de (15E)-Licopeno maior para o cultivo convencional de Ribeirdo
Preto. Em seguida o cultivo tradicional de Jequitiba e o tratamento orgénico do tipo
Tomatec. Embora, este ultimo tratamento apresente muitas vantagens, entre as quais o

plantio ecologicamente adequado, com uso de menos defensivos agricolas, neste
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estudo verificou-se uma concentracdo (15E)-licopeno mais baixa quando utilizado o

cultivo TOMATEC, como mostra a Tabela 20.

Tabela 20 — Amostras analisadas provenientes de diferentes Estados (ug.100 g™

Amostra Concentracéo
cultivar convencional Jequitiba (MG) 6169,9
cultivar Tomatec Jequitiba (MG) 3357,9
cultivar Tomatec Ribeirdao Preto (SP) 3711,1
cultivar Orgénico Tomatec Ribeirdo Preto (SP) 5924,6
cultivar covencional Ribeirdo Preto (SP) 9962,4
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CONCLUSAO

Foi realizada a validacao parcial do método de andlise proposto por CLAE-DAD.
A partir deste, e segundo os parametros estatisticos recomendados pelo INMETRO,
considera-se possivel quantificar o (15E)-licopeno na matriz proposta.

Os critérios de desempenho como seletividade, linearidade, precisédo e exatidao
foram determinados de acordo com o Guia de Orientagdo sobre validacdo de métodos
analiticos do Inmetro, Resolu¢cdo DOQ-CGCRE-008, de 04 de julho de 2011.

O método apresentou seletividade e linearidade adequadas (r* > 0,99) e precisdo
expressa em termos de desvio padréo relativo inferior a 10%. A exatidao foi avaliada a
partir dos ensaios de recuperagdo. Foram encontrados valores de 93,62 a 100,89% o
que indicou eficiéncia na metodologia de extracdo e exatiddo do método utilizado por
CLAE-DAD.

Com a utilizacdo da metodologia proposta foi possivel determinar os teores de
(15E)-licopeno em diferentes amostras de tomate obtidas de diferentes cultivos.

Embora o manejo do sistema TOMATEC explore mais sustentavel, este estudo
provou que tais condi¢bes afetam a concentracao de (15E)-licopeno em suas amostras.
Foram encontrados maiores teores de (15E)-licopeno nas amostras de tomate
provenientes de cultivos tradicionais e organicos. Também foi constatado que o tipo de
ensacamento do fruto pode influenciar nos teores de (15E)-licopeno produzido,
destacando-se 0 ensacamento com papel glassyne. Desta maneira, pode-se inferir
sobre a acdo direta da luminosidade no fruto pode ser um fator decisivo para a
obtencédo de frutos com maiores teores de (15E)-licopeno. Os resultados indicam que
ainda € necessario desenvolver manejos que garantam maior concentracdo da

substancia estudada.
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Apéndice B — Cromatogramas relativos as amostras
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