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O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da radiacdo gama na estrutura
quimica e molecular do tucuma por meio das técnicas de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) de baixo e alto campo, espectroscopia no ultravioleta visivel (UV/Vis) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). As doses aplicadas foram 0,5 kGy, 1
kGy, 2 kGy e 4 kGy. O fruto foi dividido em trés partes e os resultados mostraram trés
dominios principais em cada uma das partes do fruto: 4gua, 6leos e fibras mais
polissacarideos. O dominio que controla a relaxagédo em todo o fruto € referente aos
6leos, componente majoritario. A radiagdo mostrou-se capaz de alterar a mobilidade
da agua livre no epicarpo, mesocarpo e semente, principalmente para 2 kGy. O éleo
da porcdo epicarpo-mesocarpo apresentou elevado teor de carotenoides totais
variando de 77300 a 193200 pg/100g. Os acidos graxos majoritarios identificados por
RMN de 'H foram: acido oleico (65,55 %), saturados (28,26 %), linolénico (3,81 %) e
linoleico (2,36 %). Nao foram observados efeitos significativos da radiagdo no teor de
carotenoides totais. A dose de 4 kGy foi capaz de alterar o teor de acidos graxos, nao
sendo recomendada. Os resultados desse trabalho revelaram que a irradiagdo € uma
técnica promissora na conservagao do fruto, pois o efeito principal da radiagdo sobre o
fruto foi & diminuicdo da agua livre no sistema, o que corrobora para a conservacao

deste, sem efeitos deletérios na qualidade do tucuma.
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The objective of this work was to evaluate the irradiation effects in the tucuma
fruit chemical and molecular structure by Nuclear Magnetic Resonance (NMR)of low
and high resolution, Ultra Violet spectrophotometry (UV/Vis) and High Performance
Liquid Cromatography (HPLC). The samples were irradiated in the doses of 0,5 kGy, 1
kGy, 2 kGy and 4 kGy. The fruit was divided in to three parts for analysis and three
main domains were observed in each part of the fruit: water, oils and fiber together with
polysaccharides. The domain that controls the relaxation in all the fruit is related to the
oils, the majority component. The radiation was able to change the free water mobility
in the epicarp, mesocarp and seed, mainly for 2 kGy. The oil from the epicarp -
mesocarp portion showed high levels of total carotenoids ranging from 77300 to
193200 ug/100g. The major fatty acids identified by NMR 'H were oleic acid ( 65.55 %),
saturated ( 28.26% ), linolenic acid ( 3.81% ) and linoleic (2.36%). No significant effects
of radiation were observed in total carotenoid. The dose of 4 kGy was able to change
the fatty acid amount, not being recommended. The results of this work showed that
the irradiation is a promising technique to conserve the fruit, once the main radiation
effect in the fruit was the free water level decreasing in the system, what corroborate

for the fruit conservation, with no deleterious effects in the quality of tucuma.
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1 INTRODUCAO

A populagdo mundial cresce em velocidade e proporcdes superiores aos
mecanismos de producdo de alimentos. Este fato coloca o planeta diante de uma
missao complexa e urgente: prover meios para atender a demanda de alimentos para
a humanidade nas préximas décadas. Algumas regides do mundo se destacam por
apresentarem grande potencial produtivo, o Brasil € umas destas regides produzindo
cerca de 140 milhdes de toneladas de alimentos por ano e vem constantemente
batendo recordes de safras. O Brasil produziu nos anos de 2008 e 2009, cerca de 42,6
e 41,0 milhdes de toneladas de frutos, respectivamente, colocando o pais como o
terceiro produtor mundial de frutos, ficando atrds somente da China e da india. Mas
muito do que é produzido ndo chega aos consumidores devido as perdas pds-colheita
(ARAUJO, 2009, IBRAF, 2012). Isso se reflete na fome no Pais, que segundo dados
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), atinge 14 milhdes de
brasileiros, o que corresponde a 7,7% da populacio (IBGE, 2004).

A perda pés-colheita é a parte fisica da producao que ndo € destinada ao
consumo, em razao da depreciacdo da qualidade dos produtos, devido a deterioragéo,
causada por amassamentos, cortes, podridées e outros fatores (VILELA et al., 2003).
As perdas pos-colheita atingem todo o mundo com mais ou menos intensidade
dependendo do pais e sua disponibilidade tecnol6gica e critérios para o tratamento e a
segurancga de alimentos. Especificamente no caso das hortalicas, estudos realizados
constatam que no Brasil os niveis médios de perdas poés-colheita sdo de 35%,
chegando a atingir até 40%, enquanto em outros paises como nos Estados Unidos
nao passam de 10% (VILELA et al., 2003). Uma estimativa para as perdas poés-
colheita de todos os produtos brasileiros ao longo da cadeia produtiva fica em torno de

30% (QUINTAO, 2007), bem préximo da média mundial que esta entre um quarto e



um terco de tudo que € produzido, segundo a Food and Agriculture Organization
(FAO).

As perdas na cadeia produtiva de alimentos poderiam alimentar uma parcela
significativa dos famintos brasileiros, sem gasto adicional com produgdo (QUINTAO,
2007).

Os alimentos também séo responsaveis por diversas infeccoes e doencas no
mundo e matam, aproximadamente, 1,8 milhdes de pessoas por ano. Em 2005, o
consumo de alimentos contaminados acarretou 325 mil hospitalizagdes e 5 mil mortes
nos EUA (CDC, 2003). Os patégenos Salmonella, Escherichia coli 0157,
Campylobacter, Listeria e Toxoplasma sao 0s principais causadores de doencas
(WHO, 1990).

Diante do grande desperdicio de alimentos, das doencas que atingem os
consumidores e da fome que também €& uma conseqiiéncia desses dois fatos
apontados ainda ha outro grande problema, a desnutricdo. A desnutricao foi apontada
como causadora de pelo menos 55% das mortes infantis em paises em
desenvolvimento no ano de 1995, segundo a UNICEF (1998). A hipovitaminose A é
um dos problemas de saude publica mais criticos enfrentados por todo mundo.
Inclusive por populagdes com abundancia de alimentos. Deste modo, entende-se que
nao basta produzir grandes quantidades de alimentos, com eficientes mecanismos
anti-perdas e controle de vetores, o ideal é viabilizar para as demais regides a
distribuicdo desses alimentos com bom potencial vitaminico que geralmente ndo sao
conhecidos e consumidos além de sua regido de incidéncia por possuirem vida Util
bastante curta e nao resistirem ao transporte de suas regides de origem as demais
(ARAUJO, 2009).

O aumento da vida util dos alimentos pode ser possivel pela aplicagédo das
radiagbes ionizantes que constitui hoje uma das formas mais modernas, seguras e
eficientes para a preservagdo de alimentos, pois reduz as perdas naturais causadas

por processos fisiolégicos (brotamento, maturacdo e envelhecimento),



consequientemente aumentando o tempo de vida do alimento. O método também
elimina ou reduz a proliferacdo de microorganismos, parasitas e pragas, sem causar
prejuizo ao alimento ou ainda utilizar produtos quimicos com potencial contaminante.
O processo de irradiacdo acarreta alteracbes quimicas minimas nos alimentos,
nenhumas das quais nocivas ou perigosas, motivo pelo qual a Organizacao Mundial
de Saude recomenda sua aplicacdo e uso (OMS, 1981).

Sob este aspecto, o objetivo do presente trabalho é avaliar os efeitos da
radiacdo gama nos componentes majoritarios € na dindmica molecular do fruto
tucuma. Para tanto, foi utilizada a espectroscopia de RMN de baixo campo (RMN-BC)
para analisar os efeitos do processo de irradiacdo no teor de éleos e na mobilidade
molecular determinada pelo tempo de relaxacdo longitudinal para o nucleo de
hidrogénio, um indicador da qualidade interna dos materiais naturais. Outras técnicas
para investigacdo dos efeitos da radiagdo especificamente no perfil lipidico foram
empregadas, como CLAE, Espectrofotometria UV/Vis e RMN de alto campo em
solucéo.

Os frutos como o tucuma, que possuem elevado potencial nutritivo
apresentam-se como uma alternativa ao combate a desnutricio em suas regides de
origem e nas demais regides do pais. A necessidade de divulgacdo do tucuma bem
como de mecanismos para aumentar sua vida Util e conserva-lo no transporte para as
outras regides sao condicdes que devem ser atendidas. Esses aspectos constituem a
relevancia desse trabalho, cujos resultados sdo de grande aplicabilidade no combate a
desnutricao.

Os seguintes objetivos especificos foram alcancados na primeira fase do
trabalho:

a) Identificacdo dos componentes predominantes do tucuma pela
determinagédo dos tempos de relaxagdo nuclear e determinacdo da concentragdo de

6leos por espectrometria utilizando a técnica de RMN-BC;



b) Avaliacdo da influéncia da radiacdo gama, nas doses de 0,5 kGy, 1,0
kGy e 2,0 kGy, nas concentracdes dos 6leos e dos componentes majoritarios das
partes do fruto, por meio de testes estatisticos;

C) Avaliacdo dos efeitos da radiacdo gama na dindmica molecular do

tucuma pela determinacao dos tempos de relaxacao nuclear.

O presente trabalho esté estruturado da seguinte forma:

O item 1 apresenta a revisao bibliografica realizada na fase inicial do trabalho.
No item 2 o fruto tucuma e as técnica analiticas sdo apresentadas.

O item 3 descreve a metodologia do trabalho.

No item 4 encontram-se o0s resultados e as discussdes dos dados obtidos.

O item 5 encerra o trabalho com as conclusées e recomendacdes.

O item 6 apresenta sugestdes para trabalhos futuros.

Contribuicao Original

Este trabalho apresenta informacbes consolidadas sobre os assinalamentos
dos dominios moleculares do tucuma por RMN baixo campo e os efeitos da radiagéo
gama nos dominios assinalados. Também apresenta assinalamentos referentes aos
espectros de RMN 'H do 6leo de tucuma e a aplicagdo de uma metodologia recente
para avaliacdo dos efeitos do tratamento gama no perfil lipidico do fruto do tucuma
baseada na integralizacdo de picos singulares da glicerina e dos &acidos graxos

insaturados.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FRUTOS

O fruto & uma estrutura exclusiva das Angiospermas e biologicamente é um
envoltério protetor da semente (ou sementes), assegurando a propagacao e
perpetuacdo das espécies. O fruto é constituido por duas partes fundamentais: o
pericarpo, que é o fruto propriamente dito, e a semente. O pericarpo por sua vez é
dividido em trés camadas:

Epicarpo: camada que reveste o fruto externamente;

Mesocarpo: porcdo mais desenvolvida nos frutos carnosos, geralmente
comestivel;

Endocarpo: camada que reveste a cavidade do fruto, ficando entre o
mesocarpo e a semente.

A drupa é um tipo especial de fruto. Sua caracteristica principal é ser carnosa,
pois apresenta o pericarpo bem desenvolvido e o epicarpo delgado. J& o mesocarpo
pode ser carnoso ou coriaceo ou fibroso, e o endocarpo é muito rigido, fortemente
ligado a semente, formando o “caroco”. A manga (Mangifera indica), a azeitona (Olea
europaea, L.), o tucumd e os demais tipos de coco sdo exemplos de drupas

(KERBAUY, 2008).

Amadurecimento dos frutos

Quando o fruto e suas células adquirem o tamanho méaximo, o processo de

maturacado tem inicio. Trata-se de um evento fisiolégico complexo, tangido por

mudangas fisiologicas, bioquimicas e estruturais consideraveis, perceptiveis pela



mudanca de caracteristicas como a coloracao, textura, sabor e aroma (KERBAUY,

2008).

2.2 0 TUCUMA

O Tucuma é um fruto presente em varios paises da América Latina. Apresenta-
se por varias espécies e todas do género Astrocaryum. A variedade estudada nesse
trabalho foi a espécie Astrocaryum vulgare, Mart, nativa dos estados do Pard,
Maranhdo, Tocantins, Piaui, Ceara, Mato Grosso e Goias. Sua incidéncia ocorre
principalmente em solos arenosos e areas degradas por queimadas ou pastagens, €
ecologicamente agressivo e possui alta capacidade de regeneragédo, sendo algumas

vezes considerado como daninha (LORENZI, 2002).

Figura 2.1 Tucumanzeiro em meio a pastagem no estado do Para.

O tucumanzeiro é uma palmeira espinhosa (Figura 2.1), geralmente

entoucerada com outros caules em numero variavel (de 2 a 6 caules). Atinge até 10 m



de altura e com 10 a 20 cm de didmetro, cobertos com espinhos pretos com cerca de
20 cm de comprimento. Cachos com cerca de 1 m e 150 frutos elipsoéides verdes que
adquirem cor amarelo alaranjada quando maduros, como pode ser visto na Figura 2.2.
Da améndoa se extrai 6leo comestivel com taxa de 30-50% de éleo branco. Polpa
fibro-carnosa levemente adocicada também de cor amarelo alaranjada que envolve a
semente. Comestiveis e bastante apreciado pelas populacdes regionais sendo

inclusive comercializados em feiras locais (LORENZI, 2002).

Figura 2.2 Frutos tucuma (Astrocaryum vulgare, Mart), prontos para o consumo.

O amadurecimento dos frutos ocorre de dezembro a maio, e a colheita pode
ser feita diretamente nas arvores assim que se inicia o periodo de queda espontanea
ou no chdo. A qualidade microbioldgica dos frutos € uma questao séria, pois este fica
exposto a micro fauna do chdo onde é colhido. Um outro agravante € que quando cai,
o fruto ja estd num estagio consideravel de senescéncia o que resulta em um periodo
curto de duracdo do mesmo. Esses sdo os principais fatores que dificultam o
transporte do fruto para outros estados. Sao muito ricos em vitaminas e possuem o
maior potencial pro-vitaminico A que se conhece na natureza, considerado como uma
boa fonte de carotenoides com maior concentracdo em B-caroteno, principal precursor
da vitamina A. (LIMA et al., 2011, LORENZI, 1996 e 2002)

E um fruto pouco conhecido no pais, somente conhecido e apreciado em suas

regidbes de ocorréncia. A populagdo consome o tucuma in natura, fazendo farinha,



sucos, sorvetes, tortas, sanduiches, algumas vezes em receitais mais exéticas, como
lasanhas e outras misturas com pratos diversos. O grande teor de 3-caroteno torna o

fruto uma excelente alternativa ao combate da hipovitaminose A (LORENZI, 2002).

2.3 NUTRIENTES DO TUCUMA

2.3.1 MICRONUTRIENTES

2.3.1.1 VITAMINAS

Vitaminas sédo substancias organicas essenciais ao metabolismo humano, nao
sendo sintetizada pelo organismo, devem ser adquiridas através de uma dieta

balanceada.

VITAMINA A - RETINOL

A vitamina A (retinol) é considerada a vitamina da visédo e um fator regulador do
crescimento. Foi descoberta em 1913 por MC COLLUM e DAVIS em experiéncias com
ratos. Notaram que os roedores sofriam uma deficiéncia nutricional quando eram
alimentados apenas com gordura suina, e que essa deficiéncia desaparecia quando
eram nutridos com um fator presente na gema do ovo e no 6leo de figado de bacalhau
(MC DOWELLI, 1989 apud GIACOMINI, 1996). A sua estrutura foi determinada em
1931 por Karrer e colaboradores sendo sintetizada posteriormente pelo processo de
Isler utilizando como matéria-prima a B-ionona (KOROLKAS e BURCKALTER, 1988
apud GIACOMINI, 1996).

O retinol € uma substancia isoprendide, composta por uma unidade chamada
isopreno cuja cadeia é formada por hidrocarbonetos de 5 carbonos, fundamental em

muitas substancias de origem vegetal, possuindo aspecto oleoso, de alta viscosidade



(LEHNINGER, 1973). E um nutriente que s6 pode ser encontrado em alimentos de
origem animal, como figado, ovos, derivados de leite e peixe, mas os vegetais,
legumes e frutas podem fornecer a pré-vitamina A, como a e B-caroteno, que podem
ser transformados biologicamente em vitamina A pelos organismos animais. O
processo de biotransformacio de carotenoides em retinol nos mamiferos ocorre no
intestino delgado e no figado (ALBERS et al., 2002 apud GIACOMINI,1996).

O termo vitamina A refere-se a um grupo de compostos, que inclui retinol,
retinaldeido e &cido retindico, e ainda inclui os carotenoides, por possuirem atividade
pro-vitamina A (SBP, 2007). Os fatores de conversdo usados para o calculo do valor
de vitamina A de um alimento de origem vegetal, baseiam-se no conceito de
Equivalente de Atividade de Retinol (RAE, do inglés, Retinol Activity Equivalents), cada
RAE corresponde a 1 ug de retinol ou 12 ug de B-caroteno ou 24 ug de outros
carotenoides provitaminicos (a-caroteno e B-criptoxantina), segundo IOM (2001). Para
0 B-caroteno em 6leo o fator de conversao é 1:2, ou seja, 1 pug de retinol para cada 2
ug de B-caroteno (IOM, 2001).

Segundo WHO, por volta de 64% de toda a vitamina A consumida pelas
pessoas € originada dos carotenoides (WHO, 1995).

A Tabela 2.1 descreve a recomendagéao diéria para diversas faixas de idade de

homens e mulheres, de acordo com a Dietary Reference Intake (DRI).

Tabela 2.1 Recomendagéo diaria de Vitamina A (IOM, 2001).

Grupo etario Homens (ug/dia) Mulheres (pg/dia)
Criancas 0-6 meses 400 400
Criangas 7-12 meses 500 500

Criancas 1-3 anos 300 300
Criancas 4-8 anos 400 400
Criancas 9-13 anos 600 600
Adolescentes 14-18 anos 900 700
Adolescentes 19 e + 900 700
Gestantes < 18 anos 750
Gestantes 19 e + 770
Lactantes < 18 anos 1200
Lactantes 19 e + 1300




VITAMINA B1 — TIAMINA

A vitamina B1, amplamente conhecida como tiamina (Figura 2.3), é importante
para o bom funcionamento dos sistemas nervoso, cardiovascular, muscular e
digestorio do organismo humano. De acordo com a Dietary Reference Intake (I0M,
2001) é necesséario o fornecimento diario de tiamina (1,2 mg/dia), por nao ser
armazenada em grandes quantidades nos tecidos.

A caréncia desta vitamina na alimentacdo humana pode conduzir a avitaminose
designada por beribéri. Alguns sinais de sua falta sdo insénia, nervosismo, irritagao,
fadiga, depressao, perda de apetite e energia, dores no abdémen e no peito, sensagao
de agulhadas e queimagdo nos pés, perda do tato e da memodria e problemas de
concentragdo. Alguns inimigos da tiamina sdo élcool, café, cigarro, antiacido,
barbituricos, diuréticos, excesso de doces e de agucar (SHIELS et al., 2003). A tiamina
também apresenta acao repelente contra mosquitos em virtude dos compostos
sulfaricos com cheiro caracteristico que sdo produzidos pela cisdo da molécula dessa
vitamina e exalados pelo suor (FRANCO, 2007). Os autores do mesmo trabalho
recomendam o consumo de 1,2 a 1,8 mg de tiamina diariamente por via oral dois dias
antes da exposicdo aos mosquitos para conseguir o efeito repelente.

A tiamina esta presente em muitos alimentos, mas na maioria dos casos em
pequenas quantidades. A melhor fonte de tiamina é a levedura de cerveja seca.
Outras boas fontes incluem carnes de porco e de vaca, aves, peixes, cereais de grao
inteiro, nozes, legumes secos, ervilhas, arroz integral, cereais integrais, figado, rins,
amendoins, verduras amargas, gema de ovo e feijdo. Nos grdos de cereais, o farelo
rico em tiamina é removido durante a moagem do trigo para produzir a farinha branca
e durante o polimento do arroz integral para produzir arroz branco.

Sabe-se que a tiamina € instavel ao calor, meios alcalinos e oxigénio e é uma
das vitaminas mais sensiveis a radiacao (KILCAST, 1994). A hidrossolubilidade é

também um fator de perda de tiamina a partir dos alimentos. Podem ser perdidas
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quantidades consideraveis na agua de descongelamento dos alimentos ou na agua
utilizada para cozinhar.

A tiamina é essencial para o metabolismo dos carboidratos através da suas
funcdes coenzimaticas. As coenzimas sdo “moléculas auxiliares” que ativam as
enzimas, as proteinas que controlam os milhares de processos bioquimicos que
ocorrem no corpo. A coenzima da tiamina, o pirofosfato de tiamina, é a chave para
varias reacbes na decomposicdo da glicose em energia. A tiamina também
desempenha um papel na condugdo dos impulsos nervosos € no metabolismo

aerbbico (SHIELS et al., 2003).

Figura 2.3 Férmula estrutural da tiamina (Fonte: SOUZA, 2008).

OH

VITAMINA B2 — RIBOFLAVINA

A vitamina B2 (Figura 2.4), também conhecida como riboflavina, pertence ao
grupo dos pigmentos naturais, hidrossolUveis, extremamente dispersos no reino
animal e vegetal que se chamam liocromos, em oposicdo aos lipocromos, que sdo
lipossoliiveis. E estavel ao aquecimento e aos processos comuns de coccdo e é
estavel no leite, necessitando ser condicionadas em vidros ou caixas escuras
protegidas da luz, pois sem esse cuidado pode ocorrer perda de 50% de riboflavina
em duas horas de exposicao a luz. Também é estavel a acidos e a oxidagao, sendo
sensivel aos alcalis. Alimentos como carne, ovos, produtos vegetais e o leite com seus
derivados sao considerados boas fontes de riboflavina (FRANCO, 2007).

A riboflavina exerce suas fungdes no organismo sob a forma de uma de suas
duas coenzimas, o fosfato de riboflavina ou flavina mononuclideo (FMN) e flavina-

adenina dinucleotideo (FAD). Suas fungdes compreendem diversos processos
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metabdlicos, achando-se envolvida na transformacdo dos lipidios, proteinas e
glicidios. Sob a forma de FMN, e principalmente sob a forma de FAD, forma o grupo
prostético de varias enzimas que se caracterizam por atuar como agentes nos
processos de transferéncia de hidrogénio e nos metabolismos de acidos graxos e
aminoacidos (FRANCO, 2007).

Ela é constituinte ativo de diversas enzimas entre as quais as que atuam no
transporte de oxigénio e, desse modo, na respiracao celular e processos de oxidacao.
Todas as flavinas possuem como grupo prostético as coenzimas FMN e FAD cujo
papel é o de catalisacdo nas reacdes de varios tipos que diferem ndo apenas em
relagdo aos substratos, mas também a respeito dos aceptores. A mais importante
dessas reacdes € a desaminagao oxidativa de aminodcidos, seguida da oxidagédo de
aldeidos e diidrogenacdo de cadeias alifaticas. Sem a presenca da riboflavina a
sintese protéica é bastante reduzida e gracas a sua fotossensibilidade, a riboflavina
desempenha importante papel nos fenbmenos da visdo, favorecendo também a
diurese aquosa e salina (FRANCO, 2007).

A arriboflavinose, como é conhecida a deficiéncia da vitamina, se caracteriza
por diversas manifestagbes, glossite com vermelhidao brilhante (lingua magenta,
estomatite angular), queratose folicular seborréica no sulco nasolabial, no nariz e na
testa, dermatite na regido anogenital, sensacdo de queimadura nos pés, anemia
normocrémica e normocitica, acompanhada de neutropenia, fotofobia, prurido e ardor

nos olhos (FRANCO, 2007).

Figura 2.4 Formula estrutural da riboflavina.
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2.3.1.2 AMINOACIDOS

Existem no organismo humano cerca de cinco milhdes de proteinas diferentes.
Proteinas sdo polimeros constituidos dos mesmos monémeros (aminoacidos). Sao
aproximadamente vinte estes aminoacidos constituintes perfeitamente conhecidos,
que se repetem, em média, cem vezes nas varias proteinas (ARAUJO, 2006). Eles
sdo denominados de alfa-aminoacidos (seus nomes e suas férmulas estruturais

podem ser vistas na Figura 2.5).
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Figura 2.5 Férmulas estruturais dos alfa-aminoacidos (Adaptado de ARAUJO, 2009).
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Os aminoécidos funcionam n&o s6 como unidades estruturais basicas para a
formacdo das proteinas, mas também como precursores de uma série de substancias
biologicamente importantes, como horménios, enzimas, alcaldides, pigmentos etc.

Todos os seres vivos, animais e vegetais, sintetizam aminoacidos. No entanto,
alguns animais superiores sao deficientes na sintese de todos 0os aminoacidos de que
necessitam para constituir suas proteinas e, por isso, devem obté-los em sua dieta. Os
humanos adultos necessitam de nove aminoacidos, denominados essenciais: valina,
leucina, isoleucina, fenilalanina, triptofano, treonina, metionina, lisina e histidina
(SHIELS, 2003).

Por possuirem um grupo basico e outro acido, os aminoacidos tém carater
anfétero e podem existir em solugcdo tanto como cations quanto como anions. No
estado sélido, formam ions dipolares. A forma predominante do aminoacido em
solucado depende do pH da solugdo e da natureza do aminoacido. Em solugdes acidas
fortes eles predominam como cations e em bases fortes, como anions (ARAUJO,
2006).

Enzimas fazem com que os alfa aminoacidos se polimerizem, através da
eliminagéo de agua, formando a ligacao conhecida como ligacao peptidica. Ocorre que
o grupo carboxilico (COOH) de um aminoacido € conectado, pela perda de uma
molécula de agua, ao grupo amino (NH,) do préximo, resultando na formacdo da
ligacao peptidica. Os polimeros que contém 2, 3, 3 a 10 ou muitos aminoacidos sao
chamados respectivamente de dipeptideos, tripeptideos, oligopeptideos e
polipeptideos. Proteinas sdo moléculas que contém uma ou mais cadeias
polipeptidicas (SHIELS, 2003).

Uma maneira de quebrar as ligagdes peptidicas das proteinas € submeté-las a
refluxo de HCI 6N por 24 horas. Desta maneira, todas as ligagdes peptidicas sao
hidrolisadas e a solugéao final € uma mistura de aminoécidos livres. Quando se deseja
determinar a estrutura de um polipeptideo ou de uma proteina, a separacao e

identificagcao individual dos aminoacidos da mistura sdo fundamentais (SHIELS, 2003).
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A grande maioria dos amino&cidos ndo apresenta nenhuma caracteristica fisica
ou quimica que possibilite a sua facil determinagdo, especialmente em baixas
concentracdes. Por esta razdo, € necessario usar um artificio que os transforme em
estruturas com caracteristicas facilmente detectaveis. O usual é proporcionar uma
reagdo com compostos que apresentem grupos croméforos ou fluoréforos detectados
por espectroscopia de ultravioleta/visivel ou fluorimetros. A este tipo de reacdo da-se o
nome de derivatizacao (SOUZA, 2008).

Diversas reacbes degradativas durante o processamento e 0 armazenamento
de alimentos podem ocorrer, ocasionando alteracdes desejaveis ou indesejaveis nas
proteinas. As proteinas podem apresentar perdas de funcionalidade e de qualidade
nutricional, bem como alteragbes desejaveis de sabor. As modificagées importantes
que afetam as proteinas sdo: aquecimento na presenca e na auséncia de
carboidratos, pH extremos, principalmente alcalino, e exposicdo a condi¢cdes
oxidativas e luz. Portanto, nutrientes sdo destruidos quando os alimentos sao
processados, em razao da sensibilidade a pH, do oxigénio, da luz ou do aquecimento
ou da combinacdo destes. Por exemplo, em condi¢cées alcalinas, os aminoacidos
arginina, treonina, cistina, serina e cisteina sdo lentamente destruidos, enquanto
glutamina e asparagina sdo deaminadas. Em meio &cido, o triptofano é rapidamente
destruido. Todos os aminoacidos, especialmente lisina e metionina, sdo sensiveis ao

aquecimento (ARAUJO, 2006).

2.3.1.3 AGUCARES: GLICOSE, FRUTOSE E SACAROSE

Os acgucares sao compostos organicos também conhecidos como carboidratos,
ou hidratos de carbono. Como o préprio nome sugere sdo compostos com estruturas a
base de carbono e hidrogénio, mas incluindo também o oxigénio. Derivam da reagao
de fotossintese que ocorre nas plantas, com a agdo catalitica da clorofila: o di6xido de

carbono se combina com a agua e formam a glicose (CgH1205). As moléculas de
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glicose (Figura 2.6) podem se combinar e formar outros trés componentes
caracteristicos das plantas: a sacarose, composta de uma molécula de glicose mais
uma molécula de frutose (Figura 2.7), a celulose, polimero composto de uma grande
quantidade de moléculas de glicose (n>200) e o amido. As moléculas de celulose
garantem a sustentacdo da planta, e as de amido servem como reserva energética
(SOUZA, 2008). Tanto a sacarose quanto o amido sdo vitais para a alimentagao

basica do homem (MINATTI, 2007).

HO
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H 0. H
H
OH H
OH OH
H OH

Figura 2.6 Glicose - C¢H120%s.

CH20H

CH,OH

Qu

H OH

Figura 2.7 Sacarose - C12H2011.

Os carboidratos podem ser vistos como aldeidos poli-hidroxilados ou cetonas
poli-hidroxiladas, ou, ainda, compostos que, pela hidrélise, podem se transformar
nestes. Eles podem sem divididos em quatro grandes grupos: monossacarideos,
dissacarideos, oligossacarideos e polissacarideos. Os monossacarideos sao
carboidratos ndo polimerizados, por isso, ndo sofrem hidrélise. Possuem em geral

entre trés e sete atomos de carbono. A estrutura de um monossacarideo consiste em
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uma cadeia carbbnica nao-ramificada, apresentando ligacées simples entre o0s
carbonos. A glicose (Figura 2.6), a frutose (Figura 2.8) e a galactose (Figura 2.9) sao
0s monossacarideos mais comuns, e possuem a mesma férmula molecular: CgH;20s.
A frutose e a glicose sdo encontradas em frutas e no mel e a galactose no leite dos
mamiferos. Embora tenham a mesma férmula molecular, estes compostos tém
estruturas quimicas diferentes, isto é, sdo isdbmeros. O sabor de cada um também é
diferente. Sabe-se que o doce do acucar depende grandemente da posicdo dos

grupos -OH que compde a estrutura molecular (MINATTI, 2007).

Figura 2.8 Frutose - CaH1205.

Quando duas moléculas de um agucar simples se unem elas formam um
dissacarideo. A sacarose (Figura 2.7), por exemplo, é um dissacarideo formado por
uma unidade de frutose e outra unidade de glicose. A energia contida nas ligagdes
quimicas na frutose, glicose ou sacarose é a responsavel por suprir, na maioria dos
seres vivos, a energia necessaria para suas atividades (MINATTI, 2007).

Os monossacarideos podem, também, se combinar e formar macromoléculas,
com longas cadeias de unidades de frutose, glicose ou galactose repetidas. Estes sdo
os polissacarideos: moléculas com mais de 10.000 unidades de acucares. Mais de
uma centena de espécies foram identificadas, mas as mais comuns sao a celulose e o

amido (MINATTI, 2007).
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Figura 2.9 Galactose — CgH120s.

Os carboidratos sdo muito importantes para os seres vivos. O mecanismo de
armazenamento de energia, em quase todos os seres vivos de nosso planeta, baseia-
se em carboidratos ou lipideos. Os primeiros sdo uma fonte de energia imediata,
enquanto que os lipideos queimam em uma velocidade menor, servindo para longo
prazo. O ciclo metabdlico da glicose, por exemplo, é vital para os organismos vivos, tal
como o homem. Falhas neste ciclo acarretam varios males, tal como os

desencadeados pela diabetes (MINATTI, 2007).

2.3.2 MACRONUTRIENTES: Os LIPiDIOS

Os lipidios sdo biomoléculas insoliveis em &agua e solUveis em sistemas
apolares como o alcool, benzina, éter, cloroférmio e acetona. Sdo compostos por
carbono, hidrogénio e oxigénio. A familia de compostos designados por lipidios é
muito vasta e nesse trabalho concentramos os estudos em duas classes principais, 0s

glicerideos e os carotenoides.

2.3.2.1 GLICERIDEOS

Os glicerideos constituem os 6leos e as gorduras, que diferem entre si quanto
ao ponto de fusdo. A temperatura ambiente, os 6leos sdo liquidos, pois um ou mais
dos acidos graxos tém predominancia de insaturagées na cadeia. E as gorduras séao

sélidas pelo fato dos acidos graxos terem predominancia de saturacdo na cadeia. Os
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6leos e gorduras sao formados predominantemente por ésteres de triacilgliceréis ou
triglicerideo, produtos resultantes da esterificagdo entre o glicerol e acidos graxos
(Figura 2.10). Os glicerideos possuem elevados teores energéticos e sdo 0s principais
componentes lipidicos da dieta humana. Os Oleos vegetais sao constituidos
principalmente de triacilgliceréis (> 95 %) e pequenas quantidades de mono e

diacilgliceréis (REDA e CARNEIRO, 2007).

o9
H H-C—0—C—R
H-C—OH | 0
T SR H-C—0—C—R
H—%—DH | P
4 H-C—0—C—R
H
Glicerol Triglicerideo

Figura 2.10 Estruturas do Glicerol e do triglicerideo, onde R é um &cido
graxo.

Acipos GRAXOS

Os acidos graxos sao acidos carboxilicos de cadeia longa (de quatro a trinta e
seis atomos), livres ou esterificados, constituindo os 6leos e gorduras. Quando
saturados possuem apenas ligagdes simples entre os carbonos e possuem pouca
reatividade quimica. Ja os acidos graxos insaturados, contém uma ou mais ligacdes
duplas no seu esqueleto carbdnico e sdo mais reativos e mais suscetiveis a termo-
oxidacdo (REDA e CARNEIRO, 2007).

Os 6bleos vegetais contém diferentes tipos de acidos graxos e as cadeias
saturadas e insaturadas determinam as propriedades fisicas e quimicas destes, tais

como: ponto de fusdo, peso especifico, viscosidade, solubilidade, reatividade quimica
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e estabilidade térmica e oxidativa. A Tabela 2.2 apresenta os principais acidos graxos

presentes nos 6leos vegetais.

Tabela 2.2 Estruturas dos principais acidos graxos presentes no 6leo de tucuma.

Acido Simbolo Férmula Estrutural

Palmitico C16:0

Estearico C18:0 |C|’

Oleico C18:1 0
\/\/\/\/:\/\/\/\)LOH

Linoleico C18:2 ‘ﬁ

Linolénico C18:3 Cﬁ
(¥

2.3.2.2 CAROTENOIDES

Os carotenoides sdo tetraterpendides de 40 carbonos em uma estrutura
simétrica e linear, sendo formados a partir de 8 unidades isoprendides, cada unidade
com 5 carbonos (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999). Compéem um dos grupos de
pigmentos naturais mais extensamente encontrados na natureza. Responsaveis pela
coloracdo amarela das flores, folhas, frutas, algumas raizes, gema de ovo, lagosta e
outros crustaceos. Existem pelo menos 600 carotenoides naturais caracterizados e
esses sao divididos em dois grandes grupos: (a) carotenos, com cadeias constituidas
unicamente de carbono e hidrogénio; e (b) xantofilas, hidrocarbonetos que possuem
grupos funcionais oxigenados em sua estrutura (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999). Desses

apenas 40 sao encontrados nos alimentos e somente 14 sdo biodisponiveis devido a

20



seletividade de absorcado do trato gastrintestinal (KHACHIK et al., 1991). Entre esses
se encontram o a-caroteno e o B-caroteno (com suas férmulas estruturais mostradas
na Tabela 2.3) e a luteina, a violaxantina, a zeaxantina, o licopeno, a beta-
criptoxantina, a fucoxantina, a astaxantina, a crocetina, a capsantina e o fitoeno.

Os processos que conferem uma grande diversidade estrutural desses
compostos sdo ciclizagdo, hidrogenacdo, desidrogenacdo, migracdo de duplas
ligacdes, encurtamento ou alongamento da cadeia, rearranjo, isomerizagao, introducao
de fungdes com hidrogénio ou a combinacdo desses processos. Os carotenoides,
além de apresentarem atividade pré6-vitaminica A, também participam na prevencéao de
doengas cardiovasculares e promovem a melhora do sistema imunolégico (KRINSKY,
1994).

O a-caroteno é descrito como supressor da tumorogénese na pele, no pulmao,
no figado e no célon (demonstrando, inclusive, uma atividade de supressao superior a
promovida pelo B-caroteno), e age promovendo a cessagao do ciclo de multiplicacdo
celular, de forma analoga a acao de uma proteina especifica conhecida como proteina
p53, cuja funcdo € atuar nesse estdgio promovendo a cessagdo do ciclo de
multiplicacdo celular, evitando que as células se reproduzam desordenadamente. Sua
atuacdo pode ser identificada, tanto no estdgio de iniciagdo quanto na promogéo do
cancer. O material genético e a regulacdo da multiplicacdo celular representam pontos
de entrada cruciais para o desenvolvimento do cancer, logo, a possibilidade de
interferir positivamente nesses pontos confere ao a-caroteno atribuicbes decisivas a
protecdo contra o desenvolvimento de diversos tipos de cancer, mesmo 0s que, a
priori, estariam mais fortemente associados a fatores de risco de natureza nao
dietética, como o cancer de pele (GOMES, 2007).

O trabalho de WILLIS e WIANS (2003), mostrou que o B-caroteno possui
potencial quimiopreventivo conferido ao mesmo pela sua capacidade antioxidante, o
que sempre esteve em impasse, pois ndo se sabia se tal capacidade era conferida a

vitamina A que surgia devido a converséo do 3-caroteno e promovia a agao.
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O B-caroteno, além de sua transformacdo em vitamina A e sua capacidade
antioxidativa, apresenta uma gama enorme de aplicacées na industria de alimentos
como corante natural, podendo ser empregado em margarinas, manteigas, queijos,

carnes e macarrao (BARUFFALDI et al., 1983).

Tabela 2.3 Férmulas estruturais do a e B-caroteno, ambos precursores da vitamina A

(Adaptado de SILVA, 2008).

Carotenoides Formula estrutural

B-caroteno &*@/Lvmww

2.4 CARENCIAS NUTRICIONAIS BRASILEIRAS

2.4.1 HIPOVITAMINOSE A

A falta de vitamina A provoca perturbacdes de crescimento e de viséo e falta de
apetite. Varios estudos nutricionais realizados na Amazonia Ocidental Brasileira tém
apontado a deficiéncia de vitamina A (DVA), como um dos principais problemas de
saude publica, pois atinge populagées do mundo inteiro (CAMPOS e ROSADO, 2005).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, s6 nas Américas a prevaléncia de
hipovitaminose A é de cerca de 20%. A deficiéncia de vitamina A foi detectada em

varios estados brasileiros dentre eles: Amazonas, Rio Grande do Norte, Paraiba,

22



Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo e Santa Catarina (WHO, 1995). A DVA
constitui problema endémico em boa parte das regides Norte, Nordeste e Sudeste. A
despeito da escassez de informagdes, é possivel identificar a populagédo infantil do
Nordeste como a mais vulneravel ao problema, uma vez que entre 16% a 55% das
criangas apresentam dosagem de vitamina A abaixo de 20 pg/dl, caracterizando
situacbes de caréncias endémicas (WHO, 1995). A Unica excec¢do desse quadro no
Nordeste é o estado da Bahia, devido ao consumo bastante popular do 6leo de palma,
que apresenta um teor consideravel de provitamina A (MANHAES, 2007).

Existem, igualmente, indicacées da ocorréncia da hipovitaminose A em bolsbes
de pobreza de Minas Gerais e de Sao Paulo, além de areas da regido Norte. Nessas
areas, mais de 15% das amostras de sangue examinadas comprovaram que a

dosagem de vitamina A estava também abaixo do limite (WHO, 1995).

2.5 IRRADIACAO DE ALIMENTOS

2.5.1. A RADIOATIVIDADE

O primeiro evento que marcou a descoberta da radiacido ocorreu em 1896
quando Henri Becquerel esqueceu uma rocha de uranio sobre um filme fotografico
virgem, deixando este marcado por “algo” que saia da rocha: as radiagdes. Descobriu-
se que outros elementos pesados denominados de elementos radioativos, como o
radio e o poldnio, tinham a mesma propriedade (KAPLAN, 1963).

Comprovou-se que nucleos com excesso de particulas ou de cargas, muito
energéticos, tendem a estabilizar-se emitindo particulas ou ondas eletromagnéticas.
Um dos processos de estabilizacdo é a emissao de particulas alfa (a), constituidas por
dois prétons e dois néutrons. Estas particulas possuem carga +2. Quando existe um

nucleo com excesso de néutrons em relagao a prétons, a estabilizagéo ocorre através
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da emissdo de uma particula beta negativa (8°), com carga -1. No caso de existir
excesso de prétons, é emitida uma particula beta positiva ("), com carga +1,
chamada pdésitron. Neste Ultimo caso, também pode ocorrer Captura Eletrénica. Um
elétron da camada K é capturado, convertendo-se um préton e um elétron em um
néutron (TAUHATA et al., 2003).

Geralmente, apds a emissdo de particulas a ou B, o nucleo resultante do
processo (nucleo filho) ainda possui excesso de energia, estabilizando-se pela
emissdo de energia em forma de ondas eletromagnéticas, sem carga elétrica,
denominada radiagdo gama. Portanto, a radiacdo gama é uma forma de energia
constituida por campos elétricos e campos magnéticos, capazes de propagar-se no
espaco. No vacuo, sua velocidade de propagacao é de 300.000 Km/s (PRICE, 1958).

Qualquer particula ou radiacédo eletromagnética que ao interagir com a matéria
“arranca” elétrons de seus atomos e moléculas, direta ou indiretamente,
transformando-as em ions, sdo consideradas radiacées ionizantes. Desta forma, as
particulas a e B e a radiacdo gama, assim como os raios X emitidos pelos respectivos
aparelhos, séo radiagdes ionizantes (PRICE, 1958).

Quando um nucleo emite particulas, hd variagdo do numero de prétons, ou
seja, o elemento se transforma em outro, de comportamento quimico diferente. Esta
transmutagdo também é conhecida como desintegracao radioativa, porém nao ocorre
desagregacao total do atomo, apenas perda de sua integridade. O termo decaimento
radioativo é mais apropriado, pois sugere a diminuicao gradual de massa e atividade.

Os radioisétopos, nucleos instaveis de um mesmo elemento quimico e de
massas diferentes, ndo realizam todas as mudangcas ao mesmo tempo. Ndo se pode
prever o momento em que um determinado nucleo ira emitir radiacdo. Entretanto, é
esperado certo numero de emissdes ou transformagdes em cada segundo. Essa taxa
de transformacdes é denominada atividade da amostra. A atividade de uma fonte
radioativa é medida em Bq (Becquerel), equivalente a uma desintegragdo por

segundo, ou em Ci (Curie), sendo 1Ci = 3,7x10’Bq (TAUHATA et al., 2003).
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Cada radionuclideo, natural ou obtido artificialmente, decai a uma velocidade
que lhe é caracteristica. O tempo que o elemento leva para ter sua atividade reduzida
a metade da atividade inicial € denominado meia-vida do elemento (TAUHATA et al.,

2003).

A EmissAo GAMA

A radiacido gama nao possui carga elétrica e, portanto, ndo pode ser desviada
por campos elétricos e nem por campos magnéticos, o que faz com que ela apresente
um grande alcance através da matéria. Pelo fato deste tipo de radiacdo ndo possuir
carga elétrica, sua energia ndo pode ser mensurada através de aparelhos como
espectrébmetros magnéticos, devendo-se utilizar outros mecanismos para mensurar
sua energia. Um deles, e também o método mais direto, consiste em determinar seu
comprimento de onda, e posteriormente sua energia, usando-se para isso um cristal
como rede de difracdo. O mecanismo de absorcao de raios y pela matéria também é
diferente do das particulas carregadas, o que resulta em um poder de penetracido

muito maior dos raios gama (TAUHATA et al., 2003).

O CEslo 137

Césio 137 é o is6topo radiativo do césio que é formado principalmente por
fissdo nuclear. Sua meia vida é de 30,19 anos e decai puramente por radiacao beta
para o seu isémero bario 137 (Ba-137). O Ba-137 possui meia vida de 2,55 minutos
em estado excitado. O isébmero entdo emite radiacdo gama com 0,662 Mev para
chegar ao nivel de estabilidade. Ao invés do Césio 137, o Bério 137 € o verdadeiro
responsavel por toda a emissado de raios gama das amostras de césio 137 como pode
ser visto na Figura 2.11, que demonstra o esquema de decaimento do césio 137

(KAPLAN, 1963).
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Figura 2.11 Esquema de decaimento do césio 137.

O COBALTO 60

Cobalto 60 € o isétopo radiativo do cobalto que é formado por fissdo nuclear. O
cobalto-60 é usado em radioterapia em substituicdo ao radio devido ao seu menor
preco. Produz raios gamas com energias de 1,17 MeV e 1,33 MeV (Figura 2.12). A
fonte de Co-60 tem uma vida Gtil de aproximadamente 5 anos, porém superado este
tempo continua sendo muito radioativo, motivo pelo qual estas fontes tem perdido, em

certa medida, sua popularidade no ocidente (KAPLAN, 1963).
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Figura 2.12 Esquema de decaimento do cobalto 60.
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2.5.2 INTERACAO DA RADIACAO GAMA COM A MATERIA

Durante a passagem dos feixes de radiacdo gama por um material, trés efeitos
principais caracterizam a transferéncia de energia do feixe para o mesmo: Efeito
Fotoelétrico (com feixes de até 100 keV e numero atbmico, Z, alto), Efeito Compton
(100 — 2.000 keV e Z baixo) e Formacgdo de Pares (>1.020 keV e Z alto) (TAUHATA et
al., 2003).

O efeito fotoelétrico acontece quando um féton incide em um atomo
transferindo sua energia a um unico elétron orbital, fazendo com que este seja ejetado.
A probabilidade deste efeito aumenta com Z (KAPLAN, 1963). Os alimentos
geralmente ndo apresentam em sua constituicdo elementos pesados. As fontes de
cobalto-60 e césio-137 tém radiacbes com energias superiores a 100 KeV. Portanto,
este efeito pode ser considerado irrelevante na irradiagao de alimentos.

O Efeito Compton ocorre quando um féton incide sobre um elétron periférico
dos atomos do absorvedor. O féton e o elétron sdo espalhados (KAPLAN, 1963).
Observando-se 0 Z na composicdo alimentar e a energia das fontes emissoras,
percebe-se que este é o efeito dominante como processo de interacado na irradiacao
de alimentos.

A producéo de pares ocorre quando fétons com energia maior ou igual a 1,02
MeV passam proximos a nucleos de Z elevado (KAPLAN, 1963). Assim, este efeito

também pode ser considerado irrelevante no processo de irradiacao de alimentos.

2.5.3 APLICAGCAO DA RADIAGAO EM ALIMENTOS: HISTORICO

A origem da irradiagédo de alimentos esta relacionada com o trabalho publicado

em 1895 pelo fisico alemdo Wilhelm Conrad Roentgen que produziu radiacao

eletromagnética nos comprimentos de onda correspondentes aos atualmente
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chamados raios X. Abaixo temos cronologicamente os eventos mais importantes da
irradiacao de alimentos.

e 1896 - Descobrimento da radioatividade (Becquerel);

e 1905 — Nos Estados Unidos da América, é emitida a patente n® 788.480
que utilizava tério e na Gra-Bretanha é emitida a patente de n® 1.609 que utilizava
raios alfa, beta e gama para processos de preservacio de alimentos;

e 1909 — E emitida nos Estados Unidos da América a patente n? 924.284
que utilizava raio X na eliminacdo de ovos, larvas e pulpa do besouro do fumo
(Lasioderma serricorna) para a preservacao de fumo;

e 1921 — Benjamin Schwartz, publica trabalho sobre a preservacdo de
carne de porco, utilizando-se Raio-x na eliminagao de Trichinella spiralis;

e 1940 — As Forcas Armadas Americanas iniciam testes de irradiacao de
alimentos;

e 1963 — A irradiacdo é aprovada pelo Governo Americano para controle
de insetos no trigo e farinha de trigo;

e 1964 — Aprovada nos estados unidos a irradiacdo de tomates;

e 1970 — A NASA adota a irradiacdo para esterilizar a comida dos
astronautas;

e 1973 — E publicado no Brasil o Decreto n® 72718 que estabelece as
normas gerais sobre irradiagcao de alimentos;

e 1999 — A Organizagdo Mundial de Saude publica relatério dizendo que o
uso da irradiacdo em alimentos é segura até dose de 10 kGy;

e 2001 — A ANVISA publica a RDC n® 21 que aprova o Regulamento
Técnico para Irradiacao de Alimentos, constante do Anexo desta Resolucgéo;

e 2007 — O Ministério da Agricultura publica portaria n® 04 para consulta
publica de projeto de instrucdo normativa para o uso da irradiagdo como

tratamento fitossanitario para fins quarentenarios.
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Nos Estados Unidos, institutos de tecnologia vém realizando pesquisas na
area de irradiagéo de alimentos a mais de cem anos. Na Europa, cientistas alemées e
franceses mostraram interesse pelo assunto a partir de 1914. Entretanto, os resultados
dessas pesquisas iniciais ndo foram animadores, pois 0 processo de irradiacdo
provocava alteracées que comprometiam a aceitacdo do produto pelos consumidores.
A partir de 1950, novos estudos comecaram a mostrar os beneficios. Além do
potencial para diminuir a incidéncia de intoxicacdes alimentares, a irradiacdo inibe o
brotamento de raizes e tubérculos, desinfeta frutos, vegetais e graos, atrasa a
decomposicao, elimina organismos patogénicos e aumenta o tempo de prateleira de
varios produtos (DIEHL, 1990, MELLO, 2001).

A utilizagdo da irradiagdo de alimentos vem sendo estudada mais
cientificamente nas ultimas décadas. Em 1963, o governo norte-americano aprovou a
irradiacao de trigo e farinha de trigo para consumo humano, em seguida, a de batata,
cebola, alho e outros produtos cujo brotamento torna-se uma barreira ao comércio.
Durante os anos 80 e 90, houve uma verdadeira explosdo de regulamentagdes pelo
mundo, inclusive no Brasil, no sentido de aprovar a utilizagdo da irradiagdo de
alimentos para consumo humano, especialmente apés a sua recomendacao pela FAO
e pela International Atomic Energy Agency (IAEA) Além da FAO e da IAEA, a
irradiacao de alimentos é defendida por outras entidades, como o Departamento de
Agricultura dos EUA, Unidao Européia e a brasileira ANVISA (DIEHL, 1990, LIMA,

2002).

2.5.4 O PROCESSO DE IRRADIAGAO DE ALIMENTOS

A Irradiagéo de alimentos é um “processo fisico de tratamento que consiste em
submeter o alimento, j& embalado ou a granel, a doses controladas de radiagéo
ionizante, com finalidades sanitarias, fitosanitarias e/ou tecnoldgicas”. O processo

envolve a exposi¢do do alimento a energia ionizante de raios gama, raios X ou feixe
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de elétrons e é realizado em uma sala ou em uma camara especial de processamento
por um tempo determinado. A energia envolvida na irradiagdo € insuficiente para
alterar os nucleos atdbmicos do material irradiado e, como esse ultimo ndo entra em
contato com a fonte radioativa, o alimento ndo se torna radioativo (VITAL, 2000,
BRASIL, 2001).

As fontes mais comuns de raios gama, para processamento de alimentos, sdo
os radioisétopos cobalto-60 e césio-137. O alimento é tratado pelos raios gama
originados do radiois6topo em uma instalagcdo conhecida como irradiador. A energia
gama penetra no alimento causando pequenas mudangas moleculares que também
ocorrem no ato de cozinhar ou congelar. A energia simplesmente passa através do
alimento que estd sendo tratado e, diferentemente dos tratamentos quimicos, néo
deixa residuos (MELLO, 2001).

O processo de irradiagdo é chamado de “esterilizagdo a frio", pois a variacéo
de temperatura dos alimentos processados é insignificante. Os produtos que foram
irradiados podem ser transportados, armazenados ou consumidos imediatamente
apébs o tratamento (LIMA et al., 2003).

A irradiacdo funciona pela interrupcdo dos processos organicos que levam o
alimento a senescéncia ou deteriorizagdo. Raios gama, raios X ou elétrons séo
absorvidos pela agua ou outras moléculas constituintes dos alimentos, com as quais
entram em contato. No processo, dependendo da dose de radiacdo, sdo rompidas
células microbianas, tais como bactérias, leveduras e fungos. Além disso, parasitas,
insetos e seus ovos e larvas podem ser mortos ou se tornarem estéreis (OMS, 1995).

A Tabela 2.4 apresenta algumas funcbes da irradiacdo nos alimentos de

acordo com a dose empregada.
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Tabela 2.4 Fungdes da irradiagdo de alimentos.

Funcoes ?Ifgs)s Produtos irradiados
Doses Reduzidas (até 1 kGy)
a) inibir germinagéo 0,05-0,15 Batata, alho, cebola, gengibre inhame.
b) eliminar insetos e parasitas 0.15-0.75 Cereais e legumes, fru;?:s,cr;iscado e carnes secas e
¢) retardar processos fisicos 0,25-1,00 Frutas e hortalicas frescas
(maturacéo)
Doses médias (1 — 10 kGy)
a) prolongar o te~mpo de 1,00-3,00 Pescado fresco e morango
conservagao
b) eliminagdo de microorganismos 1.00-5.0 Marisco fresco e congelado, aves, produtos de ovos,
patogénicos, ’ ’ queijo Camembert, carnes cruas e congeladas.
¢) eliminacao de esporos e 3.00-10.0 Ervas e especiarias, condimentos, vegetais desidratados,
microorganismos patogénicos ’ ’ gomas.
d) melhorar propriedades 5 00-7.00 Uvas (aumentando a produgéo de sucos), verduras
tecnolégicas dos alimentos ’ ’ desidratadas (reduzindo o tempo de cocgao)
Doses elevadas (10 — 100 kGy)
a) esterilizagdo industrial 30.0-100.0 Carne, aves, mariscos, alimentos, preparados, dietas
(combinada com calor) ’ ’ especiais estéreis.
b) de.scontamlnar. cert0§ aditivos 10,0-50,00 Especiarias, preparagdes enzimaticas, gomas, etc.
alimentares e ingredientes

Fonte: OMS, 1995, Inocuidad e idoneidad nutricional de los alimentos irradiados.

Em instalacbes comerciais os produtos a serem irradiados, embalados ou a
granel, passam pela cimara de irradiacido através de um sistema transportador
composto por esteiras, onde sdo submetidos a um campo de radiagdo em um tempo
controlado e preciso, de forma a receber a quantidade exata de energia para o
tratamento. Os niveis de energia utilizados ndo sdo suficientes para induzir
radioatividade nos alimentos. O alimento ndo entra em contato com a fonte de
radiacdo (DIEHL, 1990, MELLO, 2001).

Ressalta-se que o processo de irradiacdo ndo melhora a qualidade da matéria-
prima. Um produto ruim n&o poderd ser processado. Com isto, ndo se elimina a
necessidade de manter as Boas Praticas de Fabricagdo. Além de mantidas, deverao
ser mais exigentes, pois um produto danificado ndo pode ser tratado (LADOMERY,
1993, POTHISIRI, 1993, TAPE, 1992). A legislacao brasileira exige o cumprimento do
Manual de Boas Praticas de Fabricagdo para que o produto seja irradiado (BRASIL,

2001).
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2.5.5 EFEITOS DA RADIACAO GAMA NA COMPOSICAO QUIMICA DOS ALIMENTOS

Como outros tratamentos convencionais, a irradiacdo induz mudancas
quimicas nos alimentos. A energia da radiacdo pode causar reagdes quimicas, e a

extensdo destas aumenta com o aumento da dose de radiacido (OMS, 1995).

A radiacdo gama nado é capaz de ionizar a matéria diretamente, mas a energia
dos fétons é suficiente para expulsar alguns elétrons das érbitas atdbmicas da matéria
irradiada, gerando elétrons livres de alta energia, ions positivos e radicais livres,
quando ligagdes quimicas sdo quebradas. Na irradiagdo gama, a energia absorvida
pelos alimentos é muito baixa. O Efeito Compton, caracterizado pelo espalhamento de
elétrons do material absorvedor e dos fétons incidentes predomina durante o

processo, gerando elétrons livres energéticos (OMS, 1995).

Quando elétrons de alta energia passam pela matéria eles causam trés efeitos
de notério interesse nos estudos sobre mudancas quimicas nos alimentos irradiados,
esses efeitos sdo didaticamente descritos como efeitos quimicos primarios, efeitos

quimicos secundarios e efeitos da radiacao ionizante na agua (OMS, 1995).

2.5.5.1 EFEITOS QuiMmICOS PRIMARIOS

Os efeitos quimicos primarios geram como produto final moléculas excitadas e

podem ocorrer de duas formas, excitacido das moléculas e ionizacao.

a) Excitacdo das moléculas, onde os foétons incidentes sobre o alimento

interagem diretamente com as moléculas € as excitam:

A A* (Eq. 2.1)
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b) lonizagéo, onde um elétron é espalhado pelo féton deixando o ion excitado
A*)* e posteriormente neutralizado pela captura de um elétron, deixando a molécula
p p p

excitada A*, como mostrado nas equacdes 2.2 € 2.3:

Ao (A) + e (Eq. 2.2)

(A) + & — A* (Eq. 2.3)

Uma molécula excitada pode reter sua energia extra por um periodo de
aproximadamente 10® segundos. A perda da energia de excitagcdo pode ocorrer de
varias maneiras e as reagdes produzirem novos produtos que podem ser moléculas
estaveis ou entidades reativas como os radicais livres. Os radicais livres sdo atomos
ou moléculas que tem um ou mais elétrons nao pareados que estdo disponiveis para
formar uma ligacdo quimica, sdo representados geralmente com um ponto, como

mostrado na Eqg. 2.4 (OMS, 1995).

«(AH) ou -E (Eq. 2.4)

2.5.5.2 EFEITOS QUIMICOS SECUNDARIOS

Por causa da alta reatividade dos radicais livres produzidos no efeito primario,
efeitos quimicos secundarios podem ocorrer. Esses efeitos resultam de varios tipos de

reacdes dos radicais livres, incluindo:
e Adicao;
e Combinacao;
e Dissociacao;

e Recombinagéo;
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e Desproporcionac¢do (dismutagéo); e
e Captura de elétron.

O processo completo que leva aos produtos finais estaveis como um resultado
da irradiagdo de algum meio € chamado de radidlise e os produtos dos efeitos
primarios e secundarios sdo os produtos radioliticos. Esse processo ocorre em fracoes
de micro segundos. Por causa de alguns produtos finais ndo serem estaveis, efeitos

pés-irradiacao podem ocorrer em alguns sistemas por dias ou meses.

Uma observacao bastante pertinente é que os radicais livres ndo ocorrem
somente em produtos irradiados. Varios métodos de conservagcdo que envolvem
reacOes bioquimicas em produtos derivados de plantas e animais, assim como a

secagem e o calor também produzem radicais livres (OMS, 1995).

2.5.5.3 EFEITOS DA RADIACAO GAMA NA AGUA

Os efeitos da radiacdo ionizante na agua sdo de particular interesse na
irradiacdo de alimentos. A agua esta presente em quase todos os alimentos. Estas
proporcdes sdo aproximadamente 90% nos vegetais, 80% nas frutas, 60% em carnes,
e 40% nos paes. Produtos aparentemente secos contem alguma agua: farinha de trigo
13%, vegetal seco por volta de 10%, nozes 5%. Quando agua pura é irradiada os

produtos radioliticos formados sao (OMS, 1995):
¢ Radical hidroxila (*OH);
e Elétron aquoso(e-u);
e Atomo de hidrogénio (*H);
e Hidrogénio (H,);

e Peréxido de hidrogénio (H.O,); e
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e Proéton hidratado (H30OY)

O elétron (e-) e o ion hidrogénio (H") ndo podem existir livremente em meio
aquoso. Eles estdo sempre associados com moléculas de agua. Enquanto a hidroxila,
o elétron aquoso e o ion de hidrogénio, sdo espécies transitdérias muito reativas, o
hidrogénio e perdxido de hidrogénio sao os Unicos produtos finais estaveis da radidlise
da agua. Por causa das reacdes descritas abaixo, o hidrogénio e o peréxido de
hidrogénio sdo largamente consumidos. Eles sdo, portanto produzidos com baixo

rendimento, mesmo quando irradiados com doses altas (OMS, 1995).

H202 + e- — +OH + OH- (Eq. 2.5)

H2 + -OH — H20 + -H (Eq. 2.6)

Quando a agua esta saturada de oxigénio pode aumentar grandemente a
producdo de perdxido de hidrogénio que por serem largamente consumidos, tem
grande significado em alimentos irradiados. Todos os alimentos contem substancias
que podem oxidar ou reduzir atacadas por esta espécie até que ela alcance o

equilibrio (OMS, 1995).

2.5.5.4 EFEITOS DA RADIACAO GAMA NOS CARBOIDRATOS

Na presenca de agua, carboidratos sdo atacados principalmente por radicais
*OH. Elétrons hidratados e atomos *H em menor quantidade. Os radicais *OH
abstraem predominantemente o hidrogénio de ligacées C-H, formando agua como

mostrado na equacgao 2.7:
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| |
+OH +H-C-OH — +C-OH + H;0 (Eq. 2.7)

Os radicais resultantes da retirada de hidrogénio reagem por varios

mecanismos:

[) Desproporgao:

| | | |
+C-OH + +C-OH — C=0+HCOH (Eq. 2.8)

[1) Dimerizagéo:

| | ||
+C-0OH + +C-0H — HO-C-C-OH (Eq. 2.9)

[I) Desidratagao:
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| |

| |
H-C-OH +C-H

Dependendo da posi¢cdo molecular da carbonila formada pela desproporg¢éo ou
desidratacdo, o produto resultante pode ser um acido, uma cetona, ou um aldeido.

Deste modo, retirando H do C-1 da glicose pode induzir para acido glucénico:

Desde que radicais *OH podem retirar hidrogénio de todos os seis atomos de

carbono da glicose, uma variedade de produtos, podem ser formados.

Quando dissacarideos ou polissacarideos sao irradiados, as reacdes
observadas com monossacarideos também podem ocorrer. Adicionalmente, as
ligagbes glicosidicas que conectam as unidades de monossacarideos podem ser
quebradas. Dextrinas, maltoses e glicose sdo produzidas. Esta reducdo do grau de
polimerizacdo em polissacarideos reduz a viscosidade das solu¢des. A solubilidade

aumenta com o aumento da dose de irradiacdo (OMS, 1995).

Resultados muito diferentes podem ser obtidos irradiando agulcar cristalizado
em vez de solugcdo aquosa de agucar. A industria farmacéutica utiliza agucar cristalino

como carreador de medicamentos. Este agucar € esterilizado (OMS, 1995).

Quando carboidratos séo irradiados como componentes do alimento, eles séo
muito menos sensiveis a radiacdo do que em forma pura. As proteinas apresentam

acao protetora para os carboidratos (OMS, 1995).

37



2.5.5.5 EFEITOS DA RADIACAO GAMA NAS PROTEINAS

Proteinas consistem de cadeias de aminoacidos conectados por ligacdes
peptidicas. A discussao do efeito da radiacdo nas proteinas é baseada no estudo da

quimica da radiacao dos aminoacidos (OMS, 1995).

Reacodes iniciadas com elétrons hidratados sdo a maior rota na radiblise de

aminodcidos e proteinas (OMS, 1995).

Quando proteinas sao irradiadas na presenca de agua, todas as reacdes as
quais sao possiveis apenas com aminoacidos também sdo com proteinas contendo
esses aminoacidos. A Irradiagdo de proteinas e aminoacidos na auséncia de agua

também é estudada (OMS, 1995).

Com 20 aminoacidos constituintes das proteinas e com trés espécies reativas
da radidlise da agua, muitas interagbes complexas sao possiveis. Efeitos adicionais
sdo exercidos pela configuracdo espacial da cadeia protéica, determinada pelas
pontes de hidrogénio, pontes dissulfito, ligacées hidrofébicas e ligagdes ibnicas.
Aminoacidos, os quais sao sensiveis ao ataque de radicais quando irradiados
sozinhos sdo muito menos sensiveis quando eles fazem parte da estrutura da proteina
e s4o0 mais ou menos inacessiveis a reagbes com radicais. Um outro fator provavel
que também contribui para a maior resisténcia das proteinas comparadas com
aminodcidos isolados é que devido a maior ou menor rigidez da estrutura espacial da
molécula de proteina, radicais resultantes da irradiacdo sdo mantidos na posigéao e

tem alta chance de recombinagédo (OMS, 1995).

A grande proporgdo de energia radiante depositada em proteinas irradiadas
aparentemente avanca para desnaturagdo, mudancas na cadeia secundaria e
terciaria, antes da destruicdo dos aminoacidos constituintes. Essa desnaturacédo é

muito menos extensiva que a causada pelo calor. Por isso costuma-se combinar
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radiagcdo com calor quando o objetivo é conservar o alimento por longos periodos de

armazenamento, pois as enzimas sdo mais sensiveis ao calor (OMS, 1995).

2.5.5.6 EFEITOS DA RADIACAO GAMA NOS LIPiDIOS

Na presenca de oxigénio, a irradiacdo pode também acelerar a autoxidacao de
gorduras. Isto pode ocorrer porque a irradiacdo acelera uma ou mais das seguintes
reacOes: formacdo de radicais livres, 0os quais podem combinar com o0 oxigénio
formando hidroperéxidos; quebrando hidroperéxidos, dando agéo a varios produtos de
decomposigdo, particularmente compostos carbonilas e destruicdo de antioxidantes

(OMS, 1995).

Lipidios sdo normalmente expostos a irradiagdo como constituintes de
alimentos coexistindo com outros em maior ou menor quantidade. Os produtos
radioliticos obtidos em lipideos isolados sdo encontrados, quando estes fazem parte
de alimentos, s6 que em menor proporcdo. Isto porque o efeito da radiacdo é divido

entre todos os constituintes do alimento (OMS, 1995).

Em pesquisas observou-se que quando triglicerideos foram irradiados com
doses altissimas 250,0 kGy, os produtos volateis e ndo volateis formados eram muito

parecidos com os obtidos pelo aquecimento de frituras a 180°C por 1 hora.

A irradiacdo resulta em destruicdo parcial das vitaminas lipossolliveis, e 0

tocoferol é particularmente sensivel (OMS, 1995).

2.5.5.7 EFEITOS DA RADIACAO GAMA NAS VITAMINAS

As vitaminas sao compostos organicos que variam amplamente quanto a

estrutura quimica e atividade biolégica, podendo funcionar tanto como co-fatores de
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enzimas em diferentes reagdes bioquimicas, quanto como antioxidantes/oxidantes,
modulando o balango oxidativo, e até mesmo como horménios, regulando a expressao
génica (SILVA e NAVES, 2001). As vitaminas sdo divididas em dois grupos principais:
vitaminas lipossoluveis (A, D, E, K) e vitaminas hidrossoluveis (complexo B, C, H). O
comportamento quimico dos dois grupos € distinto, tal como as suas fontes. As
primeiras - lipossoluveis - possuem uma estrutura quimica semelhante a alguns
lipidios (esterdides) e sdo armazenadas pelo organismo com relativa facilidade. Este
processo é, contudo, energeticamente dispendioso uma vez que exige a sintese de
gorduras de reserva. A sua eliminagdo é também mais complexa e envolve um
processo de mobilizacdo hepatica. As vitaminas do segundo grupo referido -
hidrossoluveis - sdo, por seu lado, facilmente eliminadas pelo organismo através do
complexo renal, dai que situagdes de excesso sejam pouco frequentes. A sua
estabilidade quimica é também menor que as anteriores (também por isso sdo mais
facilmente eliminadas) e ndo sdo armazenadas no organismo com facilidade,
necessitando de uma reposi¢do constante. As vitaminas hidrossollveis sédo facilmente
inativadas pela luz e temperatura, outras sdo oxidadas quando misturadas na agua

(SILVA e NAVES, 2001).

As vitaminas sdo sensiveis a todos os métodos de conservacao, principalmente
os térmicos. Na irradiagdo, sabe-se que a vitamina B1 (tiamina) é das mais sensiveis.
A vitamina C (acido ascorbico), sob efeito da irradiagdo, € convertida em &acido
dehidroascérbico, que é outra forma ativa da vitamina C (MELLO, 2001). Alteracbes
nas caracteristicas organolépticas podem ser minimizadas combinando a irradiacao
com alguns dos outros métodos de conservagdo. O sucesso nessa combinagao

permite diminuir as doses de radiacao aplicadas (KILCAST, 1994).

De acordo com RIOS e PENTEADO (2003), as variagoes de vitamina E no alho

sb ocorrem para doses acima de 200 Gy, e segundo KWON et al. (1985), a dose
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minima para evitar o brotamento do alho € de 75 Gy. Portanto a irradiacao do alho é
segura para inibir seu brotamento.

Segundo LIMA et al. (2001), no trabalho sobre efeito da irradiacao ionizante
gama na qualidade poés-colheita de cenoura, para doses de 1,0 kGy, houve
manutencdo da qualidade do produto para varios fatores incluindo vitamina C.

No trabalho sobre o uso da radiacdo gama na conservacdo pés-colheita do
tomate de mesa em estagio maduro, CASTRICINI et al. (2004) utilizou a combinacao
de processos de conservagdo, aplicada a irradiagcdo a 0,25, 0,50 e 1,0 kGy, e
armazenados sob refrigeragcdo. Nos resultados obtidos verificou-se que ocorreu a
manutencgao dos niveis iniciais de vitamina C em todos os frutos tratados até o periodo
final de avaliacdo, ndo havendo diferenca entre os mesmos, com excecao de 12° dia,
em que os frutos submetidos a 0,50 kGy apresentaram niveis mais altos da vitamina
em relacdo ao tratamento com 1,0 kGy, o que ndo concorda com citacao de KILCAST
(1994) e OMS (1995) onde é preconizada uma reducdo em pequenas propor¢cdes de
vitaminas pelo emprego da irradiagdo e de outros métodos convencionais de
processamento. Os tomates que receberam dose de 0,25 kGy e o controle ficaram em
niveis intermediarios.

TAIPINA (2003) estudou o efeito da radiagdo gama sobre a vitamina A e o beta
caroteno de figado bovino e suino. Foram analisados o conteddo e o percentual de
retencao de atividade de vitamina A e -caroteno em amostras de figado bovino e paté
de figado suino irradiados com doses de 3,0 kGy e 30,0 kGy de radiagdo gama por
irradiador de cobalto 60. Os resultados mostraram que nao houve perda alguma de
vitamina A nem da pré-vitamina A nas amostras de figado bovino e paté de figado
suino irradiadas com doses de 3,0 kGy. Por outro lado, nas amostras de paté de
figado, 40% da atividade de vitamina A foi retida apds a irradiagdo com uma dose de
30,0 kGy.

A alteragdo dos niveis de concentragdo de vitamina C do suco natural de

laranja utilizando a irradiagéo foi estudada por IEMMA et al. (1999). As amostras de
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suco natural foram extraidas de laranjas da variedade “Péra”, irradiadas a uma taxa de
dose de 2,0 kGy por hora (cobalto 60), e em seguida foram armazenadas sob
refrigeracdo (5 + 3 °C). Verificou-se que com o aumento da dose de radiacdo e o
prolongamento do periodo de armazenamento houve reducdo no conteudo de
vitamina C do suco. Os resultados mostram que a perda desta vitamina pela irradiacdo
foi de 17% para a dose de 2,0 kGy, de 45% para a dose de 4,0 kGy e de 55% para a
dose de 6,0 kGy. A radiacdo gama se mostrou eficaz na reducdo da populacido
microbiana do suco de laranja, mas com a necessidade do aumento da vida de
prateleira do suco, ha a necessidade de uma maior dose, com isso maior perda de
vitamina C. MAXIE (1969) apud IEMMA et al. (1999), ndo observou perdas
significativas de acido ascorbico em laranjas irradiadas e armazenadas a 0 °C por 100
dias. No entanto, verificou redugdo no conteudo de acido ascoérbico em limbes
irradiados e armazenados a 15 °C por um més. O conteudo de vitamina C do suco de
laranja foi afetado pela dose de radiagcdo e pelo periodo de armazenamento porque
ambos provocaram redugao no conteudo da vitamina do suco.

DIEHL (1990) apud SIQUEIRA (2001), conclui que, para se ter menor perda de
vitamina A e B1 (tiamina), quando o alimento é tratado com irradiacao, este deve ser
embalado a vacuo e processado a baixa temperatura. Filés de Scyliorhinus retifer
irradiados a 0 °C, com doses de 3,0 kGy, ndo sofreram efeitos no teor de vitamina A,

enquanto, houve perda de 45% quando o mesmo foi irradiado a 30,0 kGy.

2.5.6 VANTAGENS DA IRRADIACAO DE ALIMENTOS

A irradiacdo pode ser utilizada para aumentar a durabilidade dos alimentos e
assim reduzir as perdas pés-colheita, por irradiagdo das sementes, raizes, legumes e
frutos, destruindo insetos, combatendo fungos, pasteurizando ou esterilizando
produtos alimenticios, garantindo um bom armazenamento. Os efeitos da radiagdo nos

alimentos também incluem retardar o amadurecimento de frutas e a germinacao de
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alimentos, como batata e cebola, prolongar o tempo de vida util e melhorar caracteres
organolépticos de alguns alimentos, como a brancura da farinha de trigo. O processo
também contempla efeitos sanitarios como promover a eliminacido parcial ou total de
microrganismos patogénicos ou parasitos presentes na estrutura fisica dos alimentos,
evitando suas acbes espoliativas, toxicas, mecanicas, traumaticas, inflamatérias e
enziméticas. Essas vantagens sanitarias sdo de extrema importancia para hospitais na
alimentacao de pacientes cronicos durante seus tratamentos, proporcionando ainda a
redugdo de tempo de internacdo e custos hospitalares (ROCHA e SOUZA, 2007).
Sendo assim, o processo de irradiacao acarreta vantagens de ordem econémica com
maiores e melhores colheitas, menor incidéncia de doengas sobre os alimentos, mais
ampla variedade de produtos durante todo o ano e possibilidade de incremento das
exportacoes (SOUZA, 2008). Os consumidores também sao favorecidos com melhor
qualidade e variedade de produtos seguros. Para a sociedade isto significa mais

saude publica e aumento das rendas per capita e nacional (WHO, 1995).

2.5.7 SEGURANCA DO PROCESSO DE IRRADIAGCAO DE ALIMENTOS

A primeira norma para a irradiacao de alimentos surge em 1983 por um grupo
das Nacdes Unidas cuja finalidade é desenvolver normas internacionais para
alimentos. Tal grupo é conhecido como a Comissao do Codex Alimentarius. O grupo
concluiu que alimentos irradiados abaixo de 10 kGy n&do apresentavam risco
toxicol6gico (CODEX, 2007). Em 1999, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS/WHO)
liberou doses de radiagao superiores a 10 kGy (WHO, 1999).

A dose de radiagdo é medida em Grays (Gy) ou quilograys (kGy), onde 1,0 Gy
= 0,001 kGy = 1 Joule (J) de energia absorvida por quilograma de alimento irradiado.
Anteriormente, a unidade de medida era o rad, correspondente a absorcdo de 100

ergs por grama de substancia absorvente (TAUHATA et al., 2003).
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Nem a energia gama, nem o0s niveis internacionais estabelecidos para
aceleradores de elétrons e maquinas de raios X, podem fazer com que o alimento se
torne radioativo (WHO, 1995). O processamento por radiacdo nao torna o alimento
radioativo, da mesma forma que os raios X usados para a seguranca em aeroportos
ndao tornam as bagagens radioativas. Convém lembrar, a este respeito, que todo
alimento contém elementos radioativos, como o potassio-40, o carbono-14, o
hidrogénio-3 e até tracos de radio-226, o que leva a uma ingestao diaria de cerca de 3
nCi, equivalente a 2% da radioatividade total do corpo humano (BARBOSA, 1976).

Existe uma terminologia propria relativa a aplicacdo da irradiacdo e as doses
empregadas. Os niveis de tratamento por irradiacdo sdo assim divididos em trés
grupos. Na radurizacdo, sao aplicadas doses baixas (< 1,0 kGy), com o objetivo de
inibir brotamentos, retardar o periodo de maturacao de frutas e de deterioracao fungica
de frutas e hortalicas, como morango e tomate, e controlar a infestagdo por insetos e
acaros em cereais, farinhas, frutas, etc. Com isto, proporciona estocagem de longo
prazo, sem o uso de produtos quimicos. J& na radicidacdo ou radiopasteurizacdo as
aplicacdes sdo realizadas com dose média (de 1,0 a 10,0 kGy). E ideal para
pasteurizar sucos, retardar a deterioragdo de carnes frescas, controlar a Salmonella
em produtos avicolas, entre outros, aumentando a qualidade da conservagéo e
previnindo a intoxicagao alimentar. Por fim, a radapertizacido, a qual utiliza altas doses
(de 10,0 a 45,0 kGy), é utilizada na esterilizagdo de carnes e outros produtos
processados, destruindo populacées de microorganismos e de patégenos, incluindo
formadores de esporos, tais como Clostridium botulinum. Portanto, os efeitos sao,
respectivamente, de pasteurizagdo, de acao bactericida e de esterilizagdo (CODEX,
2007, DIEHL, 1990).

A energia dos raios gama é suficiente para expulsar alguns elétrons das érbitas
atdbmicas da matéria irradiada e gerar radicais livres. Na irradiacdo, a energia
absorvida pelos alimentos é muito baixa. Por exemplo, se toda a energia recebida por

um alimento irradiado com 10 kGy se transformasse em energia calorifica, sua
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temperatura aumentaria apenas 2,4°C (WHO, 1995). Assim, em relacdo aos
nutrientes, a irradiagdo promove poucas mudangas. Outros processos de
conservacao, como o0 aguecimento, podem causar alteracbes muito maiores (SOUZA,
2008).

Sabe-se que os carboidratos nos alimentos sido menos susceptiveis a
degradacao do que aqueles irradiados em estado puro. A composicao de aminoacidos
quase ndo se altera com doses inferiores a 50,0 kGy. Ja as vitaminas sdo mais
sensiveis a qualquer tipo de processamento. As investigacdes realizadas sobre a
quimica e a bioquimica da irradiagdo de alimentos centram-se na natureza e medida
dos produtos radioliticos gerados. Mas as pesquisas mostram que tais produtos séo
idénticos aos encontrados em alimentos submetidos aos métodos convencionais de

conservacao (WHO, 1995).

2.5.8 LEGISLAGAO

No Brasil, a legislacdo sobre irradiagdo de alimentos existe desde 1985,
através da Portaria DINAL n® 09 (BRASIL, 1985). Esta portaria foi revogada pela
Resolugédo ANVISA RDC n® 21, de 26 de janeiro de 2001, que aprovou o Regulamento
Técnico para Irradiacdo de Alimentos. Tal resolucdo estabelece como dose minima
aquela suficiente para alcancar a finalidade pretendida e como dose maxima aquela
inferior a dose que comprometeria as propriedades funcionais e ou os atributos
sensoriais do alimento (BRASIL, 2001). As fontes de radiagdes ionizantes autorizadas
pela Comissdo Nacional de Energia Nuclear para utilizacdo nos estudos de irradiacao
de alimentos sdo os emissores de raios gama, cobalto-60 e césio-137, os raios X,
gerados por maquinas que trabalham com energias de até 5 MeV, e elétrons
acelerados, gerados por maquinas que trabalham com energias de até 10 MeV.

O anexo | da Portaria SVS/MS n? 326, de 30 de julho de 1997, descreve o

regulamento técnico sobre as condi¢cdes higiénico-sanitarias e de boas praticas de
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fabricacdo para estabelecimentos produtores/industrializadores de alimentos, o qual
tem como objetivo estabelecer os requisitos gerais de higiene e de Boas Préticas para
alimentos produzidos/fabricados para o consumo humano (BRASIL, 1997). A
legislacdo brasileira exige o cumprimento do Manual de Boas Praticas de Fabricagao
para que o produto seja irradiado. “A irradiagdo, assim como qualquer outro processo
de tratamento de alimentos, ndo deve ser utilizada em substituicdo as boas praticas de
fabricacdo e ou agricolas” (BRASIL, 2001, LADOMERY, 1993, POTHISIRI, 1993,
TAPE, 1992).

Alimentos irradiados para o consumo devem ser rotulados com o simbolo
internacional denominado "Radura”, mostrado na Figura 2.13, além de apresentarem
os dizeres exigidos para os alimentos em geral. O simbolo deve ser acompanhado
pelas palavras "tratado por irradiacao” ou "tratado com radiacao". Esta rotulagem é
exigida por lei para informar aos consumidores que eles estdo comprando um alimento
que foi processado. Este aviso é necessario pelo fato da radiagdo ndo deixar vestigio
indicando que o alimento foi irradiado, seja pela aparéncia, cheiro ou toque. Isto
contrasta com outras técnicas de processamento, tais como cozinhar, enlatar ou

congelar, processos em que se percebe o tratamento (LIMA, 2002).

Figura 2.13 O simbolo internacional “Radura”. (HENKEL, 1998)

46



2.6 TECNICAS ANALITICAS

2.6.1 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR — RMN

A técnica de RMN se baseia na detecgdo do sinal dos spins nucleares que
possuem momento magnético diferente de zero. O nucleo do hidrogénio (*H) € muito
explorado nas aplicagbes de RMN devido a sua abundancia alta isotopica,
sensibilidade e resposta. A espectroscopia de RMN de baixo campo (frequéncias < 60
MHz) é uma técnica que se aplica aos nucleos de alta abundéancia isotépica em
amostras no estado liquido e sélido (SILVERSTEIN et al., 2007). Por meio destes
equipamentos determina-se o tempo de relaxagao spin-rede (T+) do nucleo de 'H para
a verificagdo do teor de 6leo e umidade em sementes, por exemplo, e também
determina-se o tempo de relaxagdo spin-spin (T.). A técnica é utilizada em
determinacfes quantitativas de forma ndo destrutiva e nao invasiva (PRETO et al.,
2011), empregando pouco tempo de instrumentagdo, e uma quantidade de amostra
representativa, 5g, de forma rapida, preservando a constituicio e a natureza da
amostra (MEDEIROS et al., 2008).

O uso da técnica também se estende a analise dos mais diversos alimentos e
seus componentes. MIGUEZ e TAVARES (2011) avaliaram a estabilidade quimica do
latex extraido da Brosimum parinarioides, Moraceae por RMN baixo campo, por meio
da determinacdo do tempo de relaxacdo T, onde os resultados comprovaram a alta
compatibilidade da técnica para estudo do latex. TOMA (2009) analisou
satisfatoriamente a qualidade de 6leos vegetais em sementes, frutos e améndoas de
31 espécies vegetais por RMN baixo campo relacionando T, e T, com a viscosidade
do 6leo dessas amostras. UNGARO et al. (1992) analisou o teor de 6leo em sementes
de girassol pelas técnicas de RMN e “SOXHLET” e comparou os resultados

concluindo que os resultados obtidos por RMN sédo quantitativamente superiores aos
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obtidos por “SOXHLET” além da vantagem de nao precisar destruir a amostra.
RIBEIRO (2008) analisou a relagdo do sinal de RMN e do tempo de amadurecimento
da uva e da banana pela determinacado de T, e T,. A técnica de RMN alto Campo
também é uma ferramenta importantissima na analise de alimentos. TAVARES et al.
(2003) empregou com sucesso a técnica de RMN alto campo no estado sélido para o
estudo da dindmica de carboidratos em duas espécies de manga. Os efeitos da
radiacdo sobre os alimentos também foram estudados pela técnica de RMN alto
campo. SILVA (2008) verificou que a radiacdo gama modificou a estrutura molecular
dos lipidios do leite cru por RMN alto campo. As técnicas de RMN de alto e baixo
campo se complementam em estudos mais completos de determinados alimentos e
materiais, como foi feito por NASCIMENTO (2006), ao estudar o latex e o fruto da
sorva caracterizando e identificando os dominios de mobilidades distintas e os

componentes majoritarios do fruto.

2.6.1.1 RMN DE BAixo CAMPO

A RMN de baixo campo € o nome que se d& a técnica de RMN que utiliza
aparelhos com campo entre 0,23 a 0,70 Tesla (10 a 30 MHz). Equipamentos de
RMN de baixo campo foram desenvolvidos com o propésito de determinar relaxagao
molecular. Estes equipamentos tém particular aplicacdo na industria de alimentos, pois
possuem a vantagem de serem mais baratos, seu manuseio é mais facil, e ndo
necessitam de reposicao de criogénios (hélio e nitrogénio), tais quais os equipamentos
de RMN de alto campo. Esses equipamentos sdo conhecidos por RMN de baixo

campo (Low field NMR spectrometer) (NASCIMENTO, 2006).
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2.6.1.2 RMN DE ALTO CAMPO EM SOLUCAO

As técnicas de RMN de alto campo escolhidas para as amostras em solucéo
utilizadas nesse trabalho foram duas:

e Técnica de pulso simples para os nucleos de 'H e 13C.
e ATP (Attached Proton Test)

A técnica de pulso simples consiste na aplicacdo de um pulso de 90° e logo
apos ocorre a deteccdo do sinal de RMN que pode ser qualitativa ou quantitativa,
dependendo do intervalo de tempo entre a aplicacao dos pulsos.

A técnica de APT é uma alternativa para identificar os tipos de nucleos de
carbono, quando existem duvidas sobre assinalamento, principalmente na regiao
alifatica, devido a sobreposicdo de sinais. Esta técnica consiste em registrar o0s
sinais referentes aos grupos metila (-CH;) e metino (-CH) na anti-fase, ou seja,
invertidos, enquanto que os sinais dos grupos metilénicos e carbonos nao

hidrogenados s&o detectados na fase (positivo).

2.6.2 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A espectroscopia (em todas as suas variedades) € a técnica analitica mais
usada na identificacdo de compostos moleculares. Mas a sua utilizacao e eficiéncia
requerem que o material em estudo esteja em grau de alta pureza. A cromatografia é
um método fisico quimico de separacdo dos componentes de uma mistura, realizada
através da distribuicado destes componentes entre duas fases, que estdo em contato
intimo. Uma das fases permanece estacionaria enquanto a outra se move através
dela, durante a passagem da fase mével sobre a fase estacionaria, os componentes
da mistura sédo distribuidos entre as duas fases, de tal forma que cada um dos
componentes é seletivamente retido pela fase estaciondria, resultando em migracao

diferencial destes componentes. A grande variedade de combinagbes entre fases
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moveis e estacionarias a torna uma técnica extremamente verséatil e de grande
aplicagdo (DEGANI et al., 1998).

Existem varios tipos de cromatografia e abordamos a seguir a Unica técnica
utilizada neste trabalho, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

As fases méveis utilizadas em CLAE devem possuir alto grau de pureza e estar
livres de oxigénio ou outros gases dissolvidos, sendo filtradas e desgaseificadas antes
do uso. A bomba deve proporcionar ao sistema vazao continua sem pulsos com alta
reprodutibilidade, possibilitando a eluicdo da fase moével a um fluxo adequado. As
valvulas de injecdo (manual) usadas possuem uma algca de amostragem para a
introducdo da amostra com uma seringa e duas posi¢des, uma para o preenchimento
da alca e outra para sua liberacdo para a coluna. Existem loops de diversos volumes,
sendo utilizadas geralmente algas na faixa de 5-50 pL para injecées analiticas e 0,5-
2,0 pL para preparativas. As colunas sdo geralmente de ago inoxidavel, com didmetro
interno de cerca de 0,45 cm para separacdes analiticas e na faixa de 2,2 cm para
preparativas. O comprimento € varidvel, sendo comun colunas analiticas de 10-25 cm
e preparativas em torno de 25-30 cm. Essas colunas sdo reaproveitaveis, sendo
empacotadas com suportes de alta resolugéo, ndo sendo necessaria sua regeneragao
apos cada separagao. O detector mais utilizado é o detector de ultravioleta, sendo
também empregados detectores de fluorescéncia, de indice de refracdo, e
eletroquimicos, entre outros (SILVA, 2008). Detectores de polarimetria para CLAE,
recentemente desenvolvidos, diferenciam compostos quirais, através da rotacado de
seus estereoisémeros frente a luz plano-polarizada. O registro de dados pode ser feito
através de um registrador, um integrador ou um microcomputador (DEGANI et al.,
1998).

A versatilidade desta técnica reside no grande numero de fases estacionarias
existentes, as quais possibilitam analises e separagbes de uma ampla gama de
compostos com alta eficiéncia. Tem sido utilizada em varias areas da ciéncia, no

acompanhamento de sinteses, em andlises de pesticidas, feromonios, no isolamento
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de produtos naturais e sintéticos e na producdo e controle de qualidade de
medicamentos, dentre tantas outras aplicacdes. As separacées em CLAE podem se
dar por adsorcéo, particdo ou ambos. O suporte mais comumente utilizado é a silica.
O uso de fases estacionarias liquidas adsorvidas a um suporte ndo tem grande
aplicacao devido a perda de fase estacionaria, mas o uso de suportes modificados, 0s
quais foram desenvolvidos como consequéncia do problema acima, possibilita a
producao de uma imensa variedade de colunas com diferentes propriedades e tipos de
seletividade. As fases assim obtidas sdo chamadas de quimicamente ligadas (DEGANI
et al., 1998).

Essas fases, dependendo da modificacdo feita ao suporte, podem atuar no
modo normal, reverso ou ambos. Na cromatografia em fase normal, a fase
estacionaria é mais polar que a fase mével, e em fase reversa, a fase mével é mais
polar. Separacdes analiticas sdo predominantemente realizadas em fase reversa,
sendo a fase C18 (octadecilsilica) a mais usada, ao passo que sao preferidas fases
que atuem no modo normal para fins preparativos, em vista de que separacdées no
modo reverso utilizam fases moveis aquosas. Entre as fases quimicamente ligadas,
merecido destaque deve ser dado as fases estaciondrias quirais, as quais possibilitam
a separacao direta de enantibmeros. Para tanto, € necessaria a presenga de um
seletor quiral como parte integrante da fase estacionaria (DEGANI ef al., 1998). A fase
C30, aplicada neste trabalho, é tdo usada quanto a fase C18 e apresenta a grande
vantagem de separar maior numero de isdbmeros, além de ser a Unica coluna capaz de
separa isébmeros de carotenoides nao simétricos como 13-cis-, 13’-cis-, 9-cis- e 9'-cis-

luteina (NUNES e MERCADANTE, 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado com uma metodologia composta de duas etapas
distintas.

A primeira etapa foi o emprego da RMN baixo campo (Relaxometria), com o
objetivo de determinar qualitativa e quantitativamente os dominios moleculares e os
componentes majoritarios do fruto completo, seguidos da monitoracao dos efeitos de
cada dose de radiacdo gama em todos os dominios identificados. Essa etapa incluiu a
aquisicao dos frutos, irradiacdo e a preparagdo das amostras com desmembramento
do fruto em trés partes.

A segunda etapa ocorreu somente na por¢ao epicarpo-mesocarpo do fruto, por
ser a de maior valor nutricional, e caracterizou-se pela investigacdo quimica do
dominio majoritario determinado na fase anterior, os lipidios, usando as técnicas de
CLAE, espectrofotometria UV/Vis e RMN de alto campo no estado liquido. Esta etapa
incluiu uma nova aquisicao e irradiacao dos frutos e ainda extracdo de fase etérea.

Os produtos quimicos utilizados foram selecionados com o objetivo de separar
as substancias de interesse, visando sempre o menor potencial poluidor. Foram
realizadas parcerias com outros centros de pesquisas para obtencéo de espectros de
RMN de baixo campo e no estado liquido em alta resolugdo e para as andlises de

CLAE e, conforme citado na lista de equipamentos utilizados nesta Tese.

3.1 MATERIAL

As amostras do fruto para a realizagdo desse trabalho foram obtidas em Belém,
Para. As amostras foram adquiridas no estado 6timo para consumo. As amostras
foram transportadas via aérea em sacos de polietileno contidos em caixa de papelao.

Ao chegarem ao Rio de Janeiro, foram sanitizados (conforme Figura 3.3),
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acondicionados em sacos de polietileno em grupos de 3 unidades e congelados até a

irradiacao.

3.2 EQUIPAMENTOS

Para irradiagdo das amostras e para as analises de Ressonancia Magnética Nuclear

foram utilizados os seguintes equipamentos:

Irradiador gama de pesquisa com fonte de césio 137 (Centro
Tecnoldgico do Exército);

Irradiador Gammacell 220 com fonte de cobalto-60 (Laboratério de
Instrumentacédo Nuclear/COPPE/UFRJ);

Espectrometro de RMN de baixo campo, Resonance, modelo Maran
Ultra 23 (Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa Mano /UFRJ);
Espectrometro de RMN de baixo campo, MQC - OXFORD 23 MHz,
(Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa Mano /UFRJ);
Cromatégrafo da WATERS® — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) e detector de arranjo de diodos PDA 2996 (Embrapa
Agroindustria de Alimentos — CTAA); e

Espectrémetro de RMN de alta resolugdo Varian 600 MHz

(Departamento de Quimica do Instituto Militar de Engenharia).

3.3 PROCESSO DE IRRADIAGCAO

CENTRO TECNOLOGICO DO EXERCITO (CTEX)

A irradiacdo das amostras para as analises de Relaxometria ocorreu no Centro

Tecnoldgico do Exército (CTEX), localizado em Guaratiba, RJ, com o Irradiador Gama
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de Pesquisa com fonte de césio 137. O irradiador é do tipo “cavidade blindada” e
possui volume util da ordem de 100 L. A Figura 3.1 mostra o irradiador utilizado no

CTEx.

Figura 3.1 Irradiador Gama de Pesquisa do Centro Tecnoldgico do Exército.

O irradiador é considerado de grande porte. Projetado e montado na
Brookhaven National Laboratory (EUA) em 1969. A atividade inicial da fonte tinha o
valor de 3,99x1015 Bq (108.000Ci). A atividade atual é de cerca de 45000 Ci.

A fonte se apresenta na forma de duas hastes dispostas paralelamente, com
28 pastilhas de cloreto de césio-137, duplamente encapsuladas em aco inoxidavel.
Produz taxas de doses entre 1,0 e 1,8 kGy/h com boa uniformidade. A razao entre
dose maxima e minima é inferior a 20%. O tempo de exposicdao é calculado
considerando-se a atividade atual da fonte, a dose média desejada (Gy), o diametro ou
altura maxima, densidade e geometria da amostra, a alta-atenuagéo e o fator de Build-

up (VITAL e VELLOZO, 1996).
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O irradiador possui ainda varios sistemas de seguranga, os quais incluem
dispositivos légicos e travas fixas, que garantem o funcionamento seguro, eliminando

qualquer possibilidade de exposigao acidental a fonte (LIMA, 2003).

LABORATORIO DE INSTRUMENTACAO NUCLEAR (LIN)

Para as analises de RMN em solugdo, CLAE, determinacdo de umidade,
extragdo de 6leos por Sohxlet e espectrofotometria UV/Vis, as amostras dos grupos
experimentais (Controle, 0,5 kGy, 1 kGy, 2 kGy e 4 kGy) foram encaminhadas ao
Laboratério de Instrumentacdo Nuclear da Coordenacdo de Programas de Pés-
graduacdo em Engenharia (COPPE) da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ), no municipio do Rio de Janeiro, onde foram irradiadas no irradiador Cobalto

60 modelo Gammacell Nordion — Canada (Figura 3.2).

Figura 3.2 Irradiador Gama de Pesquisa do Laboratério de Instrumentacao

Nuclear/COPPE.
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3.3.1. CALcuLO DA TAXA DE DOSE

Os fatores para célculo da taxa de dose sdo o decaimento da fonte, altura da
amostra, auto-atenuacao e o fator de build-Up.

No CTEx, o célculo dos tempos de exposicdo foi realizado usando um
programa desenvolvido especialmente para o irradiador, com base em um
mapeamento dosimétrico, o qual leva em consideracdo: o decaimento da fonte, a
altura, densidade e geometria da amostra (SILVA, 2008).

No LIN, o tempo de exposicado foi calculado para atingir as doses médias

desejadas (kGy) considerando-se a taxa de exposi¢ao de 22 Grays/minuto.

3.3.2 IRRADIACAO DOS FRUTOS

Os Tucumas foram separados, trés a trés, em sacos plasticos identificados
com etiquetas para cada dose aplicada, a saber, 0,5 kGy, 1 kGy e 2 kGy no CTEX e
nas doses de 0,5 kGy, 1 kGy, 2 kGy e 4 kGy no LIN. Os frutos nao irradiados foram
denominados “controle”.

Apés a irradiagdo, as amostras foram imediatamente acondicionadas numa

caixa térmica e transportadas para os laboratérios especificos.

3.3.3 FLUXOGRAMA DO PROCESSO

A Figura 3.3 mostra o fluxograma do pré-tratamento e do processo de

irradiagc&o dos frutos.
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Figura 3.3 Fluxograma do processo de irradicao.

3.4 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

3.4.1 ANALISES FisicAs

3.4.1.1 DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE

A umidade foi determinada por gravimetria, com os resultados expressos em %
de umidade perdida, onde 20 gramas porcao epicarpo-mesocarpo foram pesadas e
colocadas em estufas a 105 °C, até peso constante. Os pesa-filtros foram colocados
em dessecador até resfriamento e pesados em balanca analitica. A analise ocorreu
com 5 réplicas e o teor de umidade foi calculado conforme a férmula abaixo:

esafiltro 4+ ameostra) — (tara do pesafiltro)]= 100
0p umidade = 100 — [(pesaf ) —( pesaf )]

peso da amostra

Os dados obtidos com essa andlise foram utilizados para comparacdo com 0s
dados obtidos por Relaxacdo. A amostra de polpa desidratada foi encaminhada para a

extracao de lipidios por Soxhlet.
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3.4.1.2 EXTRACAO DE LIPIDIOS POR SOHXLET

O objetivo desta analise foi extrair a fracdo lipidica (6leo) presente nas
amostras, onde 8 gramas da porcao epicarpo-mesocarpo do tucuméa foram pesadas
em cartucho de extracdo e mantido em aparato de Soxhlet por 6 horas em refluxo. O
solvente utilizado foi o éter etilico. O 6leo e o solvente foram coletados em tubos
previamente tarados e identificados, logo apds, o solvente foi retirado por evaporacao
em banho-maria (40 °C). O 6leo obtido foi encaminhado para as analises de
espectrofotometria UV/Vis, CLAE e RMN de Alto Campo. O rendimento de 6leo da
polpa do tucuma foi obtido de forma semelhante ao teor de umidade pela férmula

abaixo:

[(cartucho + amostra sem éleo) — (tara do cartucho)] = 100

% oleoc = 100 —
peso da amostra

3.4.2 ANALISES POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE BAIXO CAMPO

3.4.2.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Apdés a irradiacdo os frutos foram acondicionados em sacos plasticos
igualmente identificados com as doses de 0,5 kGy, 1,0 kGy, 2,0 kGy e o controle para
entdo serem encaminhados para armazenamento congelado, onde ficaram até as
analises de RMN-BC. Os frutos controle e irradiados foram descongelados na véspera
das analises e desmembrados em trés partes para analise: cascal, casca2 e semente.
A amostra cascal corresponde a parte amarelo fibro-carnosa mais externa do fruto,
constituida pelo epicarpo e o mesocarpo (polpa), a casca 2 € o endocarpo, que

envolve a semente, e € a parte mais resistente do fruto.
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3.4.2.2 ANALISES POR RELAXOMETRIA

As determinacées do tempo de relaxacido longitudinal para o ndcleo de
hidrogénio por RMN baixo campo foram feitas no Laboratério de Ressonéncia
Magnética Nuclear do Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa Mano (IMA). O
sistema de analises foi realizado em ftriplicatas na temperatura de 25 °C e a
metodologia usada foi pelo emprego da técnica de inversdo-recuperagdo, cuja

sequéncia de pulsos é:

[intervalo de reciclo — 180° - T - 90° - aquisi¢ao]

O tempo de relaxacéo longitudinal é influenciado pela mobilidade molecular da
amostra e retrata informacbes que compreendem dominios que variam de 25 a 40 nm.
Foi utilizado o espectrdbmetro de RMN de baixo campo, Resonance, modelo Maran
Ultra 23 MHz. Os parametros para determinacado do tempo de relaxacdo longitudinal

estao descritos na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 Pardmetros para obtencao dq tempo de relaxagao longitudinal do nucleo

H.
PARAMETROS _(?%NDIQOES DE DETERMINACAO DE
Freqiéncia de observagédo (MHz) 23
Largura de pulso (us) (90°) 5
Largura de pulso (us) (180°) 10
Intervalo entre pulsos (s) 5
Faixa de 1 (ps) 100-5000000
Temperatura 25°C
Numero de pontos 40

NUmeros de acumulos para cada ponto 4

3.4.2.3 ANALISES DO TEOR DE OLEOS

A andlise de RMN baixo campo foi feita no Laboratério de RMN do IMA. A

dificuldade da andlise da semente em baixo campo demandou que o fruto fosse
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desmembrado em trés partes, casca 1, casca 2 e semente. A casca 1 corresponde a
parte fibro-carnosa mais externa do fruto, a casca 2 € o envoltério da semente, a parte
mais resistente do fruto. As analises foram realizadas na temperatura de 40 °C. As
amostras foram previamente aquecidas na estufa, pois as andlises de 6leo em
temperatura ambiente 27 °C nao foram satisfatérias devido ao alto peso molecular do
fruto. Todas as medidas foram realizadas com dez repeticdes auténticas para cada
amostra. Foi utilizado o espectrémetro de RMN MQC - OXFORD 5 MHz.

As analises de 6leos foram feitas com os parametros mostrados na Tabela 3.2:

Tabela 3.2 Parametros para obtencao do Teor de 6leos no tucuma por RMN baixo

campo.
PARAMETROS CONDICOES [,)E DETERMINAQA(? DO
TEOR DE OLEOS NO TUCUMA
Freqiéncia de observagcédo (MHz) 5
Largura de pulso (us) (90°) 4.6
Numero de pontos 20
Numeros de acumulos para cada ponto 4
Temperatura das analises (°C) 40

3.4.3 ANALISES POR ESPECTROFOTOMETRIA — CAROTENOIDES TOTAIS DO OLEO

As amostras dissolvidas com éter de petrdleo foram encaminhadas para
determinacdo de carotenoides totais por espectrofotometria a 450 nm. As analises

foram feitas em duplicata. O célculo dos carotenoides totais é feito pela equagao 3.1:

Quantidade de carotenoides(ug/g) = AXVx10° (Eq. 3.1)

A" xMassa da amostra(g)

Onde:

A = Absorvancia;

A% -
1em = Absortividade Molar
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V = Volume total do extrato

3.4.4 ANALISES POR CLAE — CAROTENOIDES MAJORITARIOS NO OLEO

A amostra do 6leo foi diluida em acetona e a andlise de carotenoides foi feita
em duplicata.
A andlise cromatogréfica foi realizada num cromatégrafo WATERS?®, sistema
modular com as seguintes condicées cromatograficas:
e Coluna: YCM® Carotenoid S-3 de 4,6 x 250 mm;
e Detector: Arranjo de Fotodiodos UV/Vis de 300 a 600 nm com configuracao
padréo;
e Gradiente de eluicdo com as fases méveis: a)Metanol e b)Eter Metil Terc-
Butililico (Tabela 3.3);
e Tempo de corrida: 28 minutos;
e Fluxo: 0,8 mL/min;
e Temperatura de coluna: 33°C;
e Temperatura do injetor: 15°C;

e Volume de injecao: 25uL.

CALCULO DO EQUIVALENTE DE ATIVIDADE DE RETINOL (RAE) PARA 0S CAROTENOIDES DO

OLEO
Para os calculos do Equivalente de Atividade de Retinol foram adotados os

seguintes fatores de conversdo: 1 RAE = 2 ug de B-caroteno e 1 RAE = 24 ug de a-

caroteno.
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Tabela 3.3 Composicao do Gradiente de fase mével (PACHECO et al., 2014).

Tempo Minutos % Fase A % Fase B

Inicial 80 20
0,50 75 25
15,00 15 85
15,05 10 90
16,50 10 90
16,55 80 20
28,00 80 20

3.4.5 ANALISES POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE ALTO CAMPO

Os espectros de RMN 'H e '*C foram obtidos usando um espectrémetro Varian
de 600 MHz. As amostras contendo as fragdes lipidicas oriundas da extragdo por
Soxhlet foram analisadas usando cloroférmio deuterado (CDCI;) como solvente e a
temperatura foi controlada pelo sistema de variagdo de temperatura do aparelho (+1
°C). Todas as amostras foram preparadas com 20 mg de 6leo de tucuméa com 600 pL
de solvente (CDCl;) em tubos de 5 mm de diametro préprios para RMN. O solvente foi
utilizado como referéncia interna. Os espectros foram obtidos com 32 e 1024 scans,
para 'H e '*C, respectivamente. Os parametros para obtencéo dos espectros de RMN
para os nucleos de 'H, 3C e APT estao descritos na Tabela 3.4

Tabela 3.4 Parametros de aquisicdo de RMN para os nicleos de 'H, 3C pela técnica
de pulso simples e APT.

PARAMETROS CONDICOES

H 3G APT
Solvente CDCl3 CDCl; CDCl;
Fregiiéncia de observacdo (MHz) 600 MHz 150,8 MHz 150,8 MHz
Janela espectral 9615,38 Hz 37878,7 Hz 37878,7 Hz
pulso 90° 90° 90°
Numero de scans 16 2112 4928
Tipo de processamento FT,LB:1,5 FT,LB:0,5 FT,LB:0,5
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados obtidos por relaxometria e RMN de baixo campo foram
submetidos ao Teste F como andlise de varidncia para nivel de confianga (NC) de
95%. Uma vez detectados a variancia nos valores de T{H entre as doses, as médias
foram submetidas ao teste de varidncia por comparagées multiplas Teste de Tukey

também para 95% NC.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento de uma metodologia para o estudo molecular do tucuma
submetido ao processo de radiacdo gama, utilizando diferentes técnicas de RMN e o
estudo do perfil lipidico do tucuma extraidos por solvente é contribuicdo inovadora
desta tese.

Com o objetivo de se avaliar os efeitos da radiacdo gama nos constituintes do
tucuma, primeiro foram feitos andlises preliminares dos valores de T,H e dos teores de
6leos antes e ap6s o processo de irradiagdo. Com isso pbdde-se quantificar as

variagdes ocorridas em cada parte do fruto pela radiacao.
4.1 ANALISES POR RMN BAIxo CAMPO
4.1.1 ANALISES PRELIMINARES POR RELAXOMETRIA

O experimento foi realizado com o objetivo de conhecer a mobilidade molecular
dos componentes de cada parte do fruto e ocorreu em duas etapas. A primeira etapa
foi a determinagdo do melhor ajuste exponencial para analise do tucuma. Uma vez
encontrado o nimero de exponenciais adequado seguiu-se a segunda etapa, que foi a

deteccé@o dos dominios existentes nas partes do fruto.

4.1.1.1 ANALISES DO AJUSTE EXPONENCIAL APROPRIADO NA DETERMINACAO DE T;H DO

TUCUMA

64



EPICARPO E MESOCARPO (CASCA1)

A distribuicdo de dominios da cascal mostrada na Figura 4.1 mostra uma

curva de dominio bem alargada e pouco definida, o que sugere a sobreposicao de

dominios. Por essa razdo foram feitas analises para duas e trés exponenciais. A base

alargada do pico principal demonstra que o0 a amostra é constituida de moléculas com

alta mobilidade e interagindo fortemente.

1000

10000 100000 1000000
Time (us)

Figura 4.1 Distribuicado de dominios do epicarpo e mesocarpo do tucuma (casca1l).

A Tabela 4.1 mostra os valores de T{H com uma, duas e trés exponenciais

para a amostra cascal. As informagdes obtidas para uma exponencial ndo sao

satisfatérias para descrever os dominios de uma matriz complexa como a casca do

tucuma, considerando que a amostra cascal é constituida de duas partes do fruto, o

epicarpo e 0 mesocarpo.

Tabela 4.1 Valores de T{H (ms) e para os ajuste com uma exponencial e valores de

T1H (us) com duas (T4, T12) € trés exponenciais (T1 1, T12 € Ty 3) e suas respectivas

intensidades [(l4, I2) e (l4, I2, |3)] para a amostra cascal.

1 Exp
T4

LER
26

Ti2
151

2 Exp
l
41,0

I,
59,0

3 Exp
T1 1 T1 ,2 T1,3 I1 I2 |3

15 238 | 19,0 @ 29.0
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Comparando todos os valores de T;H para uma, duas e trés exponenciais
verificou-se uma semelhanca entre os dominios para uma exponencial (74 ms) e para
trés (68 ms) este ultimo com uma intensidade de 52% corrobora para a escolha de trés

exponenciais como o melhor ajuste para estudar o epicarpo e o mesocarpo do fruto.

DETERMINACAO FisICA DO TEOR DE UMIDADE

A umidade foi determinada para corroborar na escolha do melhor ajuste
exponencial para a analise das partes do fruto e foi feito unicamente para a polpa. Os
dados obtidos por diferenga de umidade perdida em estufa a 105 °C estdo descritos
na Tabela 4.2 juntamente com 5 valores aleatérios das intensidades de T{H referentes

ao dominio da agua livre.

Tabela 4.2 Teores de H,O por T{H (% relativo) e pelo método de determinacao de

umidade por diferenga.

Réplicas Intensidade dos Sinais de T;H (% relativo) Teor de H,O (% fisica)

01 20 27
02 19 27
03 18 26
04 18 19
05 17 17
Média 18,4 23,2
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Figura 4.2 Correlacao linear entre os teores de H,O obtidos pela intensidade de T{H e

pelo método de determinacdo do teor de umidade (fisico) da polpa do tucuma.

Podemos observar que a correlagdo entre as duas técnicas (Figura 4.2) é
positiva e forte. O coeficiente de correlagcdo de 0,8 mostra que os dados obtidos pela
determinacdo de T:H sdo bem préximos dos dados fisicos. Vale ressaltar que o
método de determinacdo de umidade por diferenca ndo é preciso, visto que boa parte
da porcao volatil da amostra é perdida a 105 °C, enquanto que o método de RMN

analisa a amostra sem perdas fisicas.

DETERMINACAO DO RENDIMENTO DE OLEOS POR SOXHLET

O rendimento de 6leos foi determinado para corroborar na escolha do melhor
ajuste exponencial para a andlise das partes do fruto e foi feito unicamente para a
polpa. Os 6leos foram extraidos da polpa por Soxhlet e o rendimento foi calculado por
diferenca. Os dados obtidos estao descritos na Tabela 4.3 juntamente com 5 valores

aleatorios das intensidades de T1H referente ao dominio dos 6leos.
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Tabela 4.3 Teores de 6leo por T{H (% relativo) e pelo método extracdo por Sohxlet.

Réplicas Intensidade dos Sinais de T{H (% relativo) Teor de Oleo Soxhlet (%)

01 52 39
02 48 21
03 50 26
04 54 42
05 53 40

Média 51,4 33,6

Os valores encontrados por Soxhlet revelam um teor de 6leos menor que 0s
determinados por RMN. Resultado semelhante foi encontrado por UNGARO et al.
(1992), ao estudar o teor de éleos em sementes de girassol pelos métodos de RMN e
Soxhlet. E possivel que o solvente utilizado (éter etilico) ndo seja capaz de extrair
todos os lipidios da amostra ou ainda que uma pequena parte dos lipidios interaja tao

fortemente com outras moléculas da polpa que s6 sejam visualizadas por RMN.

50
ey 45 =3,8276x- 163,14
& 10 Y =23, ~/OX- 163, /
s r=0,975
= 35
S
v 30
&
a 25
8
@ 20
0
v 15
-
5 10
2

5

0

47 48 49 50 51 52 53 54 55
Teor de Oleos per RMN (%)

Figura 4.3 Correlacéo linear entre os teores de Oleo da polpa do tucuma obtidos pela
intensidade de T1H e por Soxhlet da polpa do tucuma.

Podemos observar que a correlacdo entre as duas técnicas (Figura 4.3) é
positiva e muito forte. O coeficiente de correlacdo de 0,9 mostra que os dados obtidos
pela determinacao de T;H sdo bem préximos dos dados fisicos e corroboram com a

escolha do ajuste de trés exponenciais para a conducao deste trabalho.
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ENDOCARPO (CASCA2)

Resultados semelhantes ao da amostra cascal foram obtidos quanto ao
melhor ajuste para a amostra casca2. A Figura 4.4 mostra a distribui¢cdo das curvas de

dominio do endocarpo do tucuma.

0d 1000 10000 100 000
Time {us)

Figura 4.4 Distribuicao de dominios do endocarpo do tucuma (casca2).

A amostra casca2 apresenta trés dominios bem distintos e 0 mesmo acontece
com os valores de T4H. A Tabela 4.4 mostra os valores de T;H para uma, duas e trés

exponenciais.

Tabela 4.4 Valores de T{H (ms) e para os ajuste com uma exponencial e valores de
T1H com duas (T1+, T2) e trés exponenciais (T1, T12 € T13) € suas respectivas

intensidades [(l4, I2) e (l4, I, 13)] para a amostra cascaz2.

1 Exp 2 Exp 3 Exp
T, Tiq Ti2 I I, Ti1 Ti2 Tis I I, I3
61 9 69 220 | 78,0 (2 ) 14 94 (4,0) 23,0 | 73,0

Os Valores de T{H para uma (61 ms) e duas exponenciais (69 ms) sdao bem
parecidos, a semelhanga € comprovada pela intensidade desse ultimo de 78,0%. A
abundéancia do menor valor de T{H para trés exponenciais (T1; = 2 ms), € 4,0% e é

suficiente para comprovar a existéncia de trés dominios no endocarpo do tucuma.
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Diante disso, 0 ajuste mais adequado para a analise da amostra casca2 é o de trés

exponenciais.

SEMENTE

A curva de distribuicdo de dominio da semente do tucuma mostra trés dominios

bem distintos (Figura 4.5) e os dados da Tabela 4.5 mostram os valores de T;H para

uma, duas e trés exponenciais da semente do tucuma.

/)

1] 1000 10000 100000 1000 000
Time [ug)

Figura 4.5 Distribuigdo de dominios da semente do tucuma.

De acordo com a Tabela 4.5 os dominios para uma (89) e trés exponenciais
(Ti2 = 108 ms) sdo parecidos, com a abundancia deste dominio com rigidez

intermediaria de 76%.

Tabela 4.5 Valores de T{H (ms) para os ajuste com uma exponencial, duas (T11, T12) €
trés exponenciais (T, T12 € T13) e suas respectivas intensidades [(I1, o) e (l4, Iz, 13)]

para a semente.

1 Exp 2 Exp 3 Exp

Ti(s) Tia(s) | T1a(s) | Iy I, T1,4(s) ﬁ,z\(s) Tia(s) | k4

'
Qg) 35 155 380 |620 |18 103 923 16,0 Qe,o) 8,0
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As intensidades dos valores de T{H para trés exponenciais sdao bem
expressivas e comprovam que a semente do tucuma tem trés dominios bem definidos.
Portanto, o ajuste de trés exponenciais € ideal para determinacdo do tempo de

relaxacao longitudinal da semente do tucuma.

4.1.1.2 ANALISES DOS DOMINIOS E DETERMINACAO DOS COMPONENTES MAJORITARIOS

DO TUCUMA

A determinacédo de T;H para todas as amostras ocorreu para trés exponenciais.

Os valores de T{H em ftriplicata para as trés amostras do tucuma estdo descritas em

trés tabelas: Tabela 4.6 (cascal), Tabela 4.7 (casca2) e Tabela 4.8 (semente).

Tabela 4.6 Valores do T1H do epicarpo e mesocarpo do tucuma (cascal).

Amostra T4 (ms) Intensidade (%)
15 19,0
Cascat 68 52,0
238 29,0
14 18,0
Cascal rep1 63 48,0
217 34,0
15 20,0
Casca1l rep2 68 50,0
232 30,0

De acordo com os dados nas tabelas citadas, tem-se que a amostra cascai,
constituida de epicarpo e mesocarpo, possui mobilidade maior que as outras partes do
fruto. O dominio que controla a relaxacdo na cascal possui tempo de relaxacdo
intermediario (T;= 68 ms) com intensidade de 50% e representa os 6leos contidos na
polpa do fruto. O dominio com menor valor de T, (T;= 15 ms) é referente a agua com

intensidade de aproximadamente 20%. Esses dados mostram que o mesocarpo é a
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parte do fruto com maior teor de 4gua. O dominio com maior valor de T (T;= 232 ms)

representa as fibras, abundantes na polpa.

Tabela 4.7 Valores do T1H do endocarpo do tucuma (casca2).

Amostra Ty (ms) Intensidade (%)
2 4,0
Casca2 14 23,0
94 73,0
6 16,0
Casca2 rep1 41 23,0
104 61,0
2 4,0
Casca2 rep2 12 21,0
91 75,0

Tabela 4.8 Valores do T{H da semente do tucuma.

Amostra T4 (ms) Intensidade (%)
18 16,0
Semente 103 76,0
923 8,0
17 15,0
Semente rep1 98 75,0
608 10,0
18 15,0
Semente rep2 100 76,0
711 9,0

A semente é a parte do fruto com menor mobilidade, seguido da amostra
casca2, o endocarpo. O dominio que controla a relaxacdo da semente possui T;
intermediario (T; = 100 ms) com intensidade por volta de 75% e ¢é atribuido aos 6leos.
O dominio mais rigido (T1= 711 ms), porém menos abundante na semente (cerca de
9%) é atribuido as fibras e polissacarideos. O valor de T, alto é devido a contribuicdo

de um polimero natural mais rigido, podendo ser a lignina.
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O dominio que controla a relaxagdo na amostra casca2 é o de maior tempo de
relaxacdo (T = 94 ms), também atribuido as fibras e polissacarideos e com
abundancia de 73%. O dominio de rigidez intermediaria do endocarpo é relativo a
substancias de baixa massa molar (23%) e os 6leos. A quantidade de agua na
amostra casca?2 é inferior as outras duas amostras, fato comum no endocarpo das
drupas.

Os componentes majoritarios das trés partes do fruto sdo os éleos, as fibras e
polissacarideos ficam em segundo lugar. Em terceiro lugar esta a agua livre que em

todas as amostras n&o ultrapassou 20%.

4.1.2 ANALISES DOS EFEITOS DA RADIAGAO GAMA POR RELAXOMETRIA

O experimento foi realizado com o objetivo de determinar os efeitos da
radiacdo gama na estrutura molecular do fruto. A técnica de relaxometria permite
determinar a dose de radiagcao que inicia mudangas nas interagbes entre os dominios.

Para fins de praticidade quanto a apresentacao e discussao dos dados obtidos
por relaxometria do fruto irradiado e néo irradiado adotou-se a seguinte denominagao
para cada um dos dominios apresentados pelas partes do fruto analisadas:

Dominio 1, relativo ao dominio de menor valor de T, atribuido a agua livre;

Dominio 2, relativo ao dominio de T, intermediario, atribuido aos 6leos e a
alguns componentes de baixa massa molar; e

Dominio 3, dominio de maior valor de T4, atribuido as fibras e polissacarideos.
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4.1.21 ANALISE DA INFLUENCIA DA RADIACAO GAMA NOS VALORES DE TH E

INTENSIDADE DO EPICARPO E MESOCARPO DO TUCUMA

A Tabela 4.9 mostra os valores de T4H e as intensidades em triplicata para as
amostras do epicarpo e mesocarpo (cascal) do tucuma nao irradiado (controle) e

irradiado nas doses de 0,5 kGy, 1 kGy e 2 kGy.

Tabela 4.9 Valores em triplicata do T1H e intensidades do epicarpo e mesocarpo

(cascal) do tucuma controle e irradiado com 0,5 kGy, 1 kGy e 2 kGy.

Controle 0,5 kGy 1,0 kGy 2,0 kGy
T; (ms) Int (%) T, (ms) Int (%) T, (ms) Int (%) T, (ms) Int (%)
15 19 19 17 16 18 14 11
68 52 69 54 65 49 55 55
238 29 246 29 215 33 199 34
14 18 19 18 17 21 14 11
63 48 70 53 69 47 55 55
217 34 250 29 210 32 203 34
15 20 20 18 12 14 14 12
68 50 67 51 8 50 56 55
232 30 239 31 203 33 203 33

A Figura 4.6 mostra os graficos de dose (kGy) versus T, (ms) para os trés
dominios da amostra casca 1. Como observado no primeiro grafico da Figura 4.6, que
trata dos valores de T; do dominio 1, atribuido a agua. A mobilidade molecular do
dominio 1 sofreu alteracdo para a dose de 0,5 kGy pelo processo de irradiaco,
segundo teste de Tukey com 95% NC. A mobilidade desse dominio retorna ao mesmo

nivel da amostra controle com as doses de 1,0 e 2,0 kGy.
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Figura 4.6 Gréfico dose (kGy) x T1(ms) das triplicatas dos dominios 1, 2 e 3 da

amostra casca 1 irradiada (0,5 kGy, 1 kGy e 2 kGy) e controle.

O dominio 2 ndo apresentou variacao significativa em seu tempo de relaxacgao,
porém o dominio trés apresentou uma queda do tempo de relaxacdo com o aumento

da dose, segundo teste de Tukey com 95% NC, indicando que a irradiacdo possui a
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capacidade de aumentar a mobilidade molecular dos polimeros naturais como as
fioras e demais polissacarideos. Esse aumento da mobilidade molecular esta
associado a mudangas na estrutura do fruto. Isso ocorre pela influéncia direta da
irradiacao na permeabilidade seletiva da membrana plasmatica nas células fazendo
com que estas liberem mais agua para o meio extracelular (SANTOS, 2008). A
variacao ocorreu nas doses de 1 kGy e 2 kGy, segundo teste de Tukey com 95% NC.

A Figura 4.7 mostra os graficos de dose (kGy) versus intensidade (%) para os
trés dominios da amostra casca 1.

A Figura 4.7 da uma visdo comparativa das intensidades de cada um dos
dominios da amostra cascal. O teste de Tukey com 95% NC mostra que o dominio 1
apresenta diminuicdo em sua intensidade com o aumento da dose, enquanto o
dominio 2 apresenta aumento de intensidade diretamente proporcional ao aumento da
dose. Isso ocorre pelo efeito da irradiacdo sobre a agua livre nos meios bioldgicos, em
que muitas espécies reativas do oxigénio sao geradas pela radiblise da agua. Com a
ionizagdo de grande parte da dgua que confere maior mobilidade aos dominios 2 e 3,
estes ficam mais rigidos com o aumento da dose. O dominio 3 ndo apresentou

variacao significativa em relagdo ao controle.
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Figura 4.7 Gréfico dose (kGy) x Intensidade (%) das triplicatas dos dominios 1,2 e 3

da amostra casca 1 irradiada (0,5 kGy, 1 kGy e 2 kGy) e controle.
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4.1.2.2 ANALISE DA INFLUENCIA DA RADIACAO GAMA NOS VALORES DE TH E

INTENSIDADE DO ENDOCARPO DO TUCUMA

A Tabela 4.10 mostra os valores de T{H e as intensidades em triplicata para as
amostras do endocarpo (casca2) do tucuma nao irradiado (controle) e irradiado nas

doses de 0,5 kGy, 1 kGy e 2 kGy.

Tabela 4.10 Valores em triplicata do T{H e intensidades do endocarpo (casca2) do

tucuma controle e irradiado nas doses de 0,5 kGy, 1 kGy e 2 kGy.

Controle 0,5 kGy 1,0 kGy 2,0 kGy
Ti(ms) Int(%) T;(ms) Int(%) Ti(ms) Int(%) Ti(ms) Int(%)
2 4 5 11 5 13 0,2 2
14 23 36 26 49 34 8 17
94 73 107 63 108 53 86 81
6 16 5 10 4 10 0,6 2
41 23 35 27 29 21 8 17
104 61 105 63 90 69 88 81
2 4 4 8 5 14 4 8
12 21 28 23 51 32 23 21
91 75 101 69 108 54 99 71

Segundo os dados mostrados na Tabela 4.10, os valores de T; dos trés
dominios apresentam dispersdo razodvel entre suas réplicas. As dispersdes nos
valores de T, dos dominios 1, 2 e 3 sdo melhores visualizadas nos graficos da Figura

4.8, que mostram todos os valores de T, para o tucuma irradiado e controle.
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Figura 4.8 Grafico dose (kGy) x T4(ms) das triplicatas dos dominios 1, 2 e 3 da

amostra casca 2 irradiada (0,5 kGy, 1 kGy e 2 kGy) e controle.

Segundo teste F com 95% NC nao houve variagdo dos valores de T; no
dominio 1 do endocarpo do tucuma, que é a parte do fruto que apresenta a menor
quantidade de agua e de 6leos. O mesmo ocorreu no dominio 2, representativo dos

Oleos e outros componentes de baixa massa molar, como pode ser visto no grafico da
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Figura 4.8. Também nao houve variagao significativa nos valores de T, para o dominio
3, representativo das fibras e polissacarideos. Esses polimeros nao sofreram
despolimerizagdo quando submetidos a baixas doses de radiacao. SILVA et al. (2007)
analisando as fibras do mamoeiro irradiado verificaram que o contetdo de fibras das
amostras irradiadas é maior que as amostras controle no decorrer do tempo de
armazenagem, mostrando o potencial da irradiacdo como técnica de conservacio do
fruto. J& VITTI et al. (2008) observaram que a concentracdo de fibras diminuiu com
altas doses de radiacao utilizando a técnica de feixe de elétrons.

A Figura 4.9 mostra os graficos de dose (kGy) versus intensidade (%) para os
trés dominios da amostra casca 2 e nos da uma visdao comparativa dos efeitos da
radiacdo gama nas intensidades de cada um dos dominios da amostra casca2.
Segundo teste F com 95% NC os dominios 1 e 2 ndo apresentam variagdo em sua
intensidade com o aumento da dose. O dominio 3 da amostra casca2 também nao
apresentou variagdo significativa de sua intensidade das amostras irradiadas em
relagdo ao controle. Provavelmente por ser a parte do fruto com maior teor de fibra, e

esta é resistente a despolimerizacdo em baixas doses.
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Figura 4.9 Gréfico dose (kGy) x Intensidade (%) das triplicatas dos dominios 1,2 e 3

da amostra casca 2 irradiada (0,5 kGy, 1 kGy e 2 kGy) e controle.
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4.1.2.3 ANALISE DA INFLUENCIA DA RADIACAO GAMA NOS VALORES DE TH E

INTENSIDADE DA SEMENTE DO TUCUMA

A Tabela 4.11 mostra os valores de T{H e as intensidades em triplicata para as
amostras da semente do tucuma nao irradiado (controle) e irradiado nas doses de 0,5

kGy, 1 kGy e 2 kGy.

Tabela 4.11 Valores em triplicata do T{H e intensidades da semente do tucuma

controle (ndo irradiado) e irradiado nas doses de 0,5 kGy, 1 kGy e 2 kGy.

Controle 0,5 kGy 1,0 kGy 2,0 kGy
Ti(ms) Int(%) Ti(ms) Int(%) Ti(ms) Int(%) T;(ms) Int(%)
18 16 9 6 14 13 11 13
103 76 66 69 101 75 86 71
923 8 285 25 783 12 651 16
17 15 14 10 15 13 13 15
98 75 102 76 102 75 88 70
608 10 402 14 783 12 649 15
18 15 15 10 15 13 13 14
100 76 106 79 102 75 89 71
711 9 551 11 847 12 689 15

A Figura 4.11 mostra os graficos de dose (kGy) versus T; (ms) e suas
triplicatas dos trés dominios detectados na semente do fruto.

De acordo com os gréaficos da Figura 4.10 as variagdes nos valores de T;
causadas pela radiagdo nos dominios 1 e 3 da semente seguiram padroes
semelhantes, indicando que a mobilidade da &agua e das fibras aumentou,
principalmente para a dose de 0,5 kGy, nos quais a diminuicdo de T, chegou a 27%
com relagédo ao controle no dominio 1, segundo teste de Tukey com 95 % NC. Nao

houve variagdo significativa nos valores de T, para o dominio 2 (95 % NC).
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Figura 4.10 Grafico dose (kGy) x T1(ms) das triplicatas dos dominios 1, 2 e 3 da

semente irradiada (0,5 kGy, 1 kGy e 2 kGy) e nao irradiada (controle).

A Figura 4.11 mostra os graficos de dose (kGy) versus intensidade (%) para os

trés dominios da semente do tucuma irradiado e controle.
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Figura 4.11 Gréfico de dose (kGy) x Intensidade (%) das triplicatas dos dominios 1, 2 e

3 da semente irradiada (0,5 kGy, 1 kGy e 2 kGy) e controle.

A irradiagdo mostrou efeitos significativos somente nas intensidades do
dominio 1 da semente e na dose de 0,5 kGy, segundo teste de Tukey com 95 % NC.

A dose de 0,5 kGy parece gerar um meio diferente de liberagdo da agua da amostra
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se comparado com as demais doses. Os efeitos da irradiagdo nas intensidades dos

dominios 2 e 3 ndo foram significativos (95 % NC).

4.1.3 ANALISES PRELIMINARES DO TEOR DE OLEOS

As analises a seguir tém por objetivo determinar quantitativamente o teor de
6leos de cada parte do tucuma com uma resolucao superior a apresentada pela
técnica de determinacdo do tempo de relaxacao longitudinal do hidrogénio (T1H), que
determina de forma relativa os nucleos de hidrogénio que interagem no dominio
molecular dos Oleos. Para tanto se utilizou um aparelho de RMN baixo campo
calibrado especificamente para andlise do teor de 6leos em alimentos e outros
materiais. Uma vez determinado o teor de 6leo, seguiram-se as analises dos efeitos do
tratamento gama em cada amostra.

As Tabelas 4.12, 4.13 e 4.14 mostram os teores (%) e as massas (g) de 6leos

das amostras casca 1, casca 2 e semente, respectivamente:

Tabela 4.12 Intensidades (%) e massas (g) da amostra cascal (pericarpo e

mesocarpo) do tucuma com 10 repetigdes.

SEMENTE DE TUCUMAN - CASCA 1 - MASSA 4,689

Ne ANALISE Intensidade (%) Massa de Oleo
Analise 01 42,33 1,98
Analise 02 42,31 1,98
Analise 03 44,61 2,08
Analise 04 44,64 2,08
Analise 05 44,26 2,07
Analise 06 45,01 2,10
Analise 07 44,93 2,10
Analise 08 44,36 2,07
Analise 09 4417 2,06
Analise 10 44,58 2,08
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Tabela 4.13 Intensidades (%) e massas (g) da amostra casca2 (endocarpo) do tucuma

com 10 repeti¢des.

SEMENTE DE TUCUMAN - CASCA 2 - MASSA 4,829

N2 ANALISE Intensidade (%) Massa de Oleo
Analise 01 8,74 0,42
Analise 02 8,75 0,42
Analise 03 8,72 0,42
Analise 04 8,71 0,41
Analise 05 8,71 0,41
Analise 06 8,71 0,41
Analise 07 8,71 0,41
Analise 08 8,70 0,41
Analise 09 8,69 0,41
Analise 10 8,66 0,41

Tabela 4.14 Intensidades (%) e massas (g) da semente do tucuma com 10 repeti¢des.

SEMENTE DE TUCUMAN - SEMENTE - MASSA 3,939

Ne ANALISE Intensidade (%) Massa de Oleo
Analise 01 40,21 1,58
Analise 02 40,39 1,58
Analise 03 40,70 1,59
Analise 04 41,14 1,61
Analise 05 41,32 1,62
Analise 06 41,40 1,62
Analise 07 41,51 1,63
Analise 08 41,66 1,63
Analise 09 41,61 1,63
Analise 10 41,56 1,63

As tabelas nos mostram que a polpa e a semente possuem quantidades
equivalentes de lipideos (cerca de 40%) e a amostra casca2, relativa ao endocarpo,
possui teor minimo de 6leos (cerca de 8,7%).

Os resultados das Tabelas 4.12, 4.13 e 4.14 sdo bem préximos dos obtidos por
BORA et al. (2001), mostrados na Tabela 4.15, que analisaram o teor de lipideos da
farinha obtida da polpa (com cerca de 58%) do tucuma. De acordo com o mesmo
trabalho a polpa de tucuma apresenta 25 acidos graxos, com a distribuicdo de 25,59%
de &cidos graxos saturados, 47,36% de monoinsaturados e 27,05% de poli-
insaturados. Os &cidos graxos palmitico (Cqe) € estedrico (Cqs) SA0 0s principais

acidos graxos saturados, na concentracdo de 13,86% e 9,8%, respectivamente. O
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principal acido graxo monoinsaturado é o oléico (C+s:1), Nna concentragdo de 46,81%.
Quanto aos &cidos graxos poli-insaturados, o acido graxo linoléico (Cys.) € 0 principal
representando 26,12% e o acido graxo linolénico (Cig3) presente na concentracao de
0,93%. Assim a distribuicdo dos lipidios da polpa do tucuma é semelhante a
composigao dos 6leos de origem vegetal (Tabela 4.15).

Tabela 4.15 Composi¢ao centesimal do tucuma.

COMPONENTES POLPA (%)
Umidade 10,62 +2,54
Lipidios 58,65+1,56
Proteinas 8,44+0,18
Fibras 12,02+0,16
Carboidratos (Sem fibra) 7,15%1,37
Cinzas 3,12+0,09

Fonte: Adaptado de BORA et al. (2001), Caracterizacién delLas Fraciones Protéicas y Lipidicas

de Pulpa y Semillas de Tucuma (Astrocaryum vulgare Mart).

Além de fonte de energia a quantidade de lipideos no tucuma é muito
importante para favorecer a biodisponibilidade dos carotenoides no organismo.
FENNEMA (2000) afirma que o B-caroteno dissolvido em 6leo é absorvido mais
facilmente que o B-caroteno em alimentos com baixo teor de 6leos. A absorcao de B-
caroteno no organismo conta primeiramente com a separagcdo deste da matriz
alimentar. O B-caroteno é lipossoluvel, e sera dissolvido pelos lipidios da matriz,
separando-o para ser mais facilmente absorvido no trato intestinal.

As analises mostram que o tucuma possui potencial lipidico apreciavel para

incrementar a biodisponibilidade de B-caroteno no organismo.
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4.1.4 ANALISES DOS EFEITOS DA RADIACAO GAMA NO TEOR DE OLEOS

A Tabela 4.16 mostra os teores (%) de 6leos da amostra da casca 1 (pericarpo
e mesocarpo) irradiadas nas doses de 0,5 kGy, 1 kGy e 2 kGy e nao irradiada

(controle). As analises foram feitas com 10 repeticdes:

Tabela 4.16 Teor de 6leos (%) da amostra casca 1 (pericarpo e mesocarpo) do tucuma
irradiado com 0,5 kGy, 1 kGy, 2 kGy e nao irradiado (controle) com 10 repeticoes.

Teor (%) de 6leos da amostra casca 1

Réplicas Controle 0,5 kGy 1,0 kGy 2,0 kGy
1 42,33 47,95 48,84 35,88
2 42,31 48,05 49,11 35,89
3 44,61 48,32 49,07 36,65
4 44,64 48,22 49,32 36,96
5 44,26 48,20 49,80 37,41
6 45,01 48,32 50,13 38,16
7 44,93 48,72 50,56 37,72
8 44,36 48,80 50,40 37,52
9 4417 48,61 50,38 37,75
10 44,58 48,72 50,75 38,02

O pericarpo e mesocarpo do tucuma apresentam quantidade apreciavel de
6leos. Os resultados obtidos neste experimento corroboram com os obtidos por BORA
et al. (2001), que determinaram o teor de lipidios do fruto em torno de 50%. Segundo
os testes ANOVA e Tukey com nivel de confianca de 5% o teor de éleos variou em
todas as doses, principalmente para 0,5 kGy e 2 kGy. Houve um incremento do teor de
6leos para 0,5 kGy (melhor visto na Figura 4.12). Tal fato pode ter ocorrido pela
liberagéo dos lipidios de outras moléculas mais sensiveis a radiagdo ionizante. Em 2
kGy os niveis cairam para cerca de 36% mostrando que as moléculas de lipidios
sofreram oxidagao. Isso ocorre pela interagéo dos lipideos com o oxigénio e pela agao

de iniciadores que podem ser a luz, calor e a radiagdo (ABREU, 2006).
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Figura 4.12 Gréfico dose (kGy) x Teor de éleos (%) da amostra casca 1 irradiada (0,5

kGy, 1 kGy e 2 kGy) e controle (0,0 kGy).

A Tabela 4.17 mostra os teores (%) de 6leos da amostra casca 2 (endocarpo),

para amostras irradiadas nas doses de 0,5 kGy, 1 kGy e 2 kGy e (controle).

Tabela 4.17 Teor de 6leos (%) da amostra casca 2 (endocarpo) do tucuma irradiado
com 0,5 kGy, 1 kGy, 2 kGy e ndo irradiado (controle) com 10 repetigdes.

Teor (%) de 6leos da amostra casca 2

Réplicas Controle 0,5 kGy 1,0 kGy 2,0 kGy
1 8,74 6,62 7,51 8,56
2 8,75 6,68 7,44 8,52
3 8,72 6,34 7,56 8,49
4 8,71 6,73 7,44 8,47
5 8,71 6,65 7,56 8,48
6 8,71 6,58 7,59 8,50
7 8,71 6,54 7,76 8,48
8 8,70 6,69 7,72 8,47
9 8,69 6,49 7,73 8,47
10 8,66 7,14 7,89 8,49
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O endocarpo do tucuma é a parte do fruto com menor teor de 6leos. E rigida e
com baixo teor de agua. Os testes ANOVA e Tukey com nivel de confianga de 5%
determinaram que houve variacdo na concentracao de lipidios para todas as doses em
relacdo ao controle. A Figura 4.13 mostra uma diminuicdo do teor acentuada nas

doses de 0,5 kGy e 1 kGy.
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Figura 4.13 Gréfico dose (kGy) x Teor de éleos (%) da amostra casca 2 irradiada (0,5

kGy, 1 kGy e 2 kGy) e controle (0,0 kGy).

A Tabela 4.18 mostra os teores (%) de 6leos da semente irradiada nas doses

de 0,5 kGy, 1 kGy e 2 kGy e nao irradiada (controle), obtidos com 10 repeticoes:
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Tabela 4.18 Teor de 6leos (%) da semente do tucuma irradiado com 0,5 kGy, 1 kGy, 2
kGy e néo irradiado (controle) com 10 repeti¢des.
Teor (%) de 6leos da semente

Réplicas Controle 0,5 kGy 1,0 kGy 2,0 kGy
1 40,21 44 22 39,30 40,31
2 40,39 44,63 39,97 40,72
3 40,70 45,14 40,55 40,90
4 41,14 45,17 40,61 41,31
5 41,32 45,36 40,87 41,48
6 41,40 45,26 41,05 41,70
7 41,51 45,47 41,09 41,76
8 41,66 45,45 41,37 41,88
9 41,61 45,83 41,32 41,82
10 41,56 45,75 41,65 41,94

A Figura 4.14 mostra a variacdo das médias do teor de 6leos na semente do
fruto irradiado e controle. Segundo a analise de variancia ANOVA e o teste Tukey com
nivel de confianca de 5% somente a dose de 0,5 kGy apresentou variacdo na
concentracédo de lipidios em relagéo ao controle. A Figura 4.14 mostra o acréscimo no
teor que, semelhante ao que ocorreu na amostra casca 1, é conseqliiéncia da
liberagado dos lipidios de moléculas de baixa massa molar, volateis, causados pela

radiacao.
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Figura 4.14 Gréfico dose (kGy) x Teor de éleos (%) da semente irradiada (0,5 kGy, 1
kGy e 2 kGy) e controle (0,0 kGy).

Além de fonte de energia a quantidade de lipideos no tucuma é muito
importante para favorecer a biodisponibilidade dos carotenoides no organismo.
Analises feitas por ARAUJO (2009) mostraram que 100 gramas da polpa de tucuma
possuem 40 mg de carotenoides totais, sendo o [3-caroteno o majoritario. FENNEMA
(2000) afirma que o B-caroteno dissolvido em 6leo € absorvido mais facilmente que o
B-caroteno em alimentos com baixo teor de 6leos. A absorgdo de [(-caroteno no
organismo conta primeiramente com a separacdo deste da matriz alimentar. O B-
caroteno é lipossoluvel, e serd dissolvido pelos lipidios da matriz, separando-o para
ser mais facilmente absorvido no trato intestinal.

As analises por RMN baixo campo mostraram que o tucuma, mesmo
submetido ao tratamento com radiagao ionizante, possui potencial lipidico apreciavel
para incrementar a biodisponibilidade deste carotenoide no organismo. As préximas
andlises visam determinar o potencial de carotenoides e acidos graxos essenciais do
6leo de tucuma e ainda investigar os efeitos da radiacao ionizante nas concentracées

de cada componente.
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4.2 ANALISES POR ESPECTROFOTOMETRIA — CAROTENOIDES TOTAIS

Os carotenoides totais foram obtidos por espectrofotometria UV/Vis a 450 nm.
A Figura 4.15 demonstra os resultados obtidos para o teor de carotenoides totais
(ng/mL) no 6leo de tucuma controle e irradiado para as doses de 0,5 kGy, 1 kGy, 2
kGy e 4 kGy. Os valores encontrados variaram de 703 a 1758 pg/mL entre a amostra
controle e irradiada. Devido as grandes variacdes no teor de carotenoides de cada
amostra podemos concluir que o 6leo do fruto irradiado tem valores muito similares ao
nao irradiado, mesmo na dose mais alta (4 kGy), o tratamento com radiacao ionizante
nao é um fator limitante da qualidade do éleo do tucuma. Para o calculo do equivalente
de retinol o teor de carotenoides foi convertido em pg/100g utilizando-se a densidade

do 6leo de tucuma igual a 0,91 a 20 °C (FERREIRA et al., 2008).

Teor de Carotenoides Totais do Oleo de tucuma

2000 ~ 1758,575

e

1500 +~ 1336,805
/
703,125

1195685

1000

1 788,965
N t

Controle 0,5

pg/mL

Dose {kGy}

Figura 4.15 Teores meédios de carotenoides totais no 6leo de tucuma controle e
irradiado.
A quantidade de carotenoides na polpa do tucuma (ARAUJO, 2009) equivale a
encontrada na polpa do buriti (Mauritia flexuosa L.) por SILVA (2008), como pode ser
visto na Tabela 4.19, que representa os niveis de carotenoides totais encontrados nos

frutos irradiados. Observa-se na mesma tabela que houve variagdo no teor de
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carotenoides apenas no buriti para a dose mais alta (2 kGy). Isso ocorre
provavelmente pelo o teor de lipidios superior do tucuma (40%), que divide a energia
dos fétons com os carotenoides dissolvidos. Segundo MANHAES (2007), o buriti
apresenta teor de 13,85 + 0,69 % de lipidios. O tucuma e o buriti possuem cerca de 4
vezes mais carotenoides que a cenoura, uma importante fonte de carotenoides em

muitas regides do mundo.

Tabela 4.19 Concentracdes de carotenoides totais em 100g de polpa do tucuma em

comparagao com o do buriti (SILVA, 2008 e ARAUJO, 2009)

Controle Carotenoides Carotenoides
e totais no totais no
doses (kGy) mesocarpo do mesocarpo do
tucuma pg/100g *  buriti pg/100g **
Controle 402612 376462
0,5 kGy 390542 325172
1,0 kGy 367282 337622
2,0 kGy 372392 26564°

a — nao ha diferenga significativa para 95% NC.
b — hé diferencga significativa para 95% NC.
* ARAUJO (2009), ** SILVA (2008)

A Tabela 4.20 mostra o alto teor de carotenoides totais encontrado no éleo de
tucuma, com a devida transformagédo em pg/100g, que € bem superior ao encontrado
por ARAUJO (2009) na polpa do tucuma. A grande diferenca ocorreu porque o 6leo foi
extraido da amostra composta de epicarpo e mesocarpo, além de outros fatores, como
os carotenoides serem lipossoluveis e o ambiente com baixa luminosidade para
extragdo por Sohxlet. Esse resultado é de grande importancia nutricional, pois até o
momento, é o éleo vegetal com o mais elevado teor de carotenoides. Assim sendo, a
menor concentragdo de carotenoides totais da Tabela 4.20, 77300 pg/100g representa
29365 g de retinol em cada 100 gramas de 6leo. O indicado para um homem acima
de 14 anos é 900 pg/dia pelo Dietary Reference Intake (IOM, 2001). Dessa forma,

apenas 3,06 gramas de éleo atende ao recomendado.
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Tabela 4.20 Concentragdes de carotenoides totais em 100g de 6leo de tucuma e a
correspondéncia aproximada em retinol (valores somados do RAE de a e B-caroteno

das Tabelas 4.21 e 4.22) de acordo com as recomendacdes do IOM.

Controle Carotenoides Retinol
e totais em em
doses (kGy) Hg/100g Hg/100g (RAE)
Controle 77300 29447
0,5 kGy 146900 59730
1,0 kGy 193200 77545
2,0 kGy 131400 54225
4,0 Kgy 86700 31455

4.3 ANALISES POR CLAE — CAROTENOIDES MAJORITARIOS

Observa-se nos cromatogramas das Figuras 4.16 e 4.17 que o beta caroteno é
o carotenoide majoritario no mesocarpo (ARAUJO, 2009) e no 6leo extraido da porcao
epicarpo-mesocarpo do tucuma, seguido do alfa caroteno. O beta caroteno do éleo do
tucuma apresenta teores consideraveis dos isdmeros 9-cis e 13-cis, como podem ser
vistos na Tabela 4.21.

As Tabelas 4.21 e 4.22 mostram os teores de cada um dos carotenoides
majoritarios e os valores para cada dose, além da conversdo em retinol (Vitamina A)

de acordo com as recomendacdes do IOM (2001).
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Figura 4.16 Cromatograma dos carotenoides majoritarios no mesocarpo do tucuma.

Fonte: ARAUJO, 2009.
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Figura 4.17 Cromatograma dos carotenoides no 6leo da porcao epicarpo-mesocarpo

do tucuma.

Os resultados apresentaram a mesma variacao dos carotenoides totais, onde o
teor de carotenoides na amostra controle € similar ao de maior dose, reiterando que o
tratamento gama é eficiente na conservacdo do fruto e causa efeitos minimos na

qualidade nutritiva do mesmo.
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Tabela 4.21 Concentragdes de B-caroteno e seus isdbmeros (13-cis e 9-cis) em 100g

de 6leo de tucuma e a correspondéncia em retinol (1 RAE = 2 ug de 3-caroteno).

Controle B-Caroteno em 13-cis B- 9-cis B- Retinol
e Hg/100g Carotenoem  Caroteno em em
doses (kGy) H1g/100g Hg/100g Hg/100g (RAE)
Controle 47310 7250 4170 29365
0,5 kGy 106040 8960 3960 59480
1,0 kGy 135110 12640 6590 77170
2,0 kGy 102030 2030 4390 54225
4,0 kGy 54120 4670 4120 31455

Tabela 4.22 Concentracdes de a-caroteno em 100g de bleo de tucuma e a

correspondéncia em retinol (1 RAE = 24 ug de a-caroteno).

Controle a-Caroteno em Retinol

e Hg/100g em
doses (kGy) Hg/100g (RAE)

Controle 2690 112
0,5 kGy 5990 250
1,0 kGy 9010 375
2,0 kGy 5930 247
4,0 Kgy 2530 105

4.4 ANALISES POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE ALTO CAMPO

Um dos fatores mais importantes na conservacao dos 6leos é a oxidacao dos
lipidios. Os Oleos que predominantemente contenham &cidos graxos insaturados
sofrerdo importantes modificagdes no sabor e odor, que podem causar danos na
qualidade, uma vez oxidados. Elevadas doses ionizam as moléculas de agua
formando radicais livres tais como OH" e O,™. Esses radicais tem a vantagem de serem
microbicidas, contudo, podem estar relacionados a oxidacao de lipidios (DONNELLY e

ROBINSON, 1995). Os principais produtos finais da oxidagéo lipidica compreendem os
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derivados da decomposicao de hidroperdxidos, como &lcoois, aldeidos, cetonas,
ésteres e outros hidrocarbonetos (SILVA, 2008).

Para a verificacdo dos efeitos da radiacdo no perfil lipidico do éleo de tucuma
foram obtidos espectros de '*C e 'H pela técnica de RMN de Alto Campo em Solucdo.
Preliminarmente foi feito uma analise dos constituintes do 6leo e sem seguida, a

analise dos efeitos da radiacdo nesses constituintes.

4.4.1 AVALIACAO DOS CONSTITUINTES POR RMN EM SOLUGCAO

O 6leo extraido da polpa do tucuma por Soxhlet foi colocado em tubo de RMN
de 5 mm para obtencédo do espectro de RMN de '*C (Figura 4.18). A analise do nucleo
de °C, pela técnica de pulso simples foi realizada a temperatura ambiente, usando

CDCl; como solvente e como referéncia interna.

| I H M |

I I I ' ' I
PPM 160 140 120 100 80 60 40 20

Figura 4.18 Espectro de RMN de ®*C do 6leo de tucuma pela técnica de pulso simples.

O perfil do espectro de "*C do 6leo de tucuma apresenta complexidade tipica
de um produto natural. Os sinais detectados mostram que o CDCI; extraiu
basicamente ésteres de cadeia longa e também compostos insaturados. Podemos
observar quatro grupos de deslocamento quimico (& = ppm) em intervalos bem
definidos. O primeiro de 15 a 36 ppm, relativo aos carbonos alifaticos, o segundo de

63 a 69 ppm, relativo a CH e CH, préximos a carbonila, o terceiro em 130 ppm, relativo
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aos carbonos com dupla ligacdo e aromaticos, e , por ultimo, a regido de 172 ppm,
pertencente a regido da carbonila.

A interpretacdo detalhada do espectro é complexa e para complementar as
informacées para o assinalamento foi obtido espectro de '*C (Figura 4.19)
empregando a técnica de APT (Attached Proton Test), que é uma técnica de
simplificacdo espectral que apresenta os carbonos tipo CH, e quaternario (nao
hidrogenados) em fase positiva e os sinais referentes ao CH; e CH em fase negativa

(anti-fase).

I ! I ' I ' I ! I ' I ' I ! I ' I
PPM 160 140 120 100 80 60 40 20

Figura 4.19 Espectro de APT de RMN de "*C do 6leo de tucuma.

A Tabela 4.23 mostra os assinalamentos do éleo de tucuma complementados
pelo espectro de RMN '3C pela técnica de APT.

Tabela 4.23 Assinalamentos do Carbono-13 do 6leo de tucuma.

S(ppm) Tipo de Carbono
173,44 — 173,00 Cc=0

132,05 - 127,25 CH=CH

72,28 - 68,24 CH-O-CO-R
66,06 - 62,10 CH,-O-CO-R
34,40 — 22,70 CH;

15,39 — 14,26 CHs
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Outra técnica que complementa informagdes para determinacdo dos
constituintes do 6leo de tucuma é a obtengédo dos espectros do nucleo de hidrogénio
que podem fornecer informacdes adicionais para compreensdo da estrutura molecular.
O espectro de RMN de 'H do 6leo de tucuma (Figura 4.20) mostra os sinais derivados
dos acidos graxos mais abundantes nos triglicerideos e assinalamentos. Os sinais no
intervalo de 4,33 a 4,04 ppm séao referentes aos nlcleos de hidrogénio ligados aos
carbonos com dupla ligagdo e os nucleos de hidrogénio laterais do glicerol, este dado
confirma os assinalamentos do espectro de RMN do "*C e descarta, assim a presenca
de compostos aromaticos, que é evidenciado pela auséncia de sinais na regido em
torno de 7 ppm, corroborando assim o assinalamento da Tabela 4.24, que mostra os
assinalamentos do 6leo de tucuma pelo espectro de RMN 'H. O sinal em 7,24 ppm é
relativo a impureza de CHCI; no solvente (SILVERSTEIN et al, 2007). Os
assinalamentos foram feitos baseados em trabalhos com assinalamentos de diversos
tipos de Oleos vegetais e outros produtos ricos em triglicerideos (COLZATO et
al.,2008, MIGUEZ e TAVARES, 2011, SALINERO et al., 2012, SILVA, 2007 e SILVA et

al., 2005).

k‘l 5 2 9 9 ¢ 9 9 4 3 2 1
Th- (‘:_ 0-00-CH,—(CHy),— CH—CH- CH,— CH—CH- CH,— (H,— (CH,),— CH,
$p- (‘1— 0- 00~ CHy— (CHy),— CHy
7 H-C—0-00- CH— (CHy)— (T

|

H
1
° 7 6 5 4 3
N J& ..\ J
I I T T I T T T I I
PPM 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 4.20 Espectro de RMN de 'H do 6leo de tucuma.
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Tabela 4.24 Assinalamentos do espectro de RMN de 'H do éleo de tucuma.

S(ppm) Tipo de Hidrogénio

5,31 CH=CH

5,24 CH2R-CHR- CH2R (Triglicerideo)
4,33 -4,04 CH>,—CH,O- CO-R e CH,R-CHR- CH:R
3,73 -3,40 CH3;-0O-CO - CH, (éster metilico)
2,78 CH=CH-CH,- CH=CH

2,28 CH,-CO-R

2,07-1,89 CH,-CH=CH

1,58 CH,-CH,-CO-R

1,36 — 1,11 (CHx)n

0,97 -0,75 CH;

A analise dos dados espectrais mostraram que os principais componentes do
6leo de tucuma sdo acidos graxos saturados e insaturados e triacilglicerideos

(ésteres).

AVALIACAO QUALITATIVA DOS PRINCIPAIS ACIDOS GRAXOS POR COMPARACAO DE

ESPECTROS DE RMN DE 'H

As analises com RMN de baixo campo revelaram que o fruto apresenta teor
médio de 40 % de 6leos e que o tratamento com radiacdo gama é capaz de alterar
esse teor para a dose de 2,0 kGy no epicarpo-mesocarpo. No entanto, se faz
necessario conhecer qualitativa e quantitativamente a composicao de acidos graxos
majoritarios que compdem o triglicerideo do éleo.

Para comprovacao qualitativa da presenca de determinados acidos graxos no
endocarpo e epicarpo do tucuma, padrées dos acidos palmitico, estearico, oleico,

linoleico e linolénico foram adquiridos (Sigma) para obtengdo dos espectros de 'H e
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13C. Os espectros obtidos foram usados para comparagao visual com 0s espectros do
6leo de tucuma e assinalamentos dos picos referentes ao acidos graxos. Esta
metodologia é bastante pratica e permite a constatacdo da presenca ou nao de
determinados compostos pela simples comparagdo da presenca de picos
caracteristicos.

Podemos observar na Figura 4.21, o espectro de RMN de 'H do 6leo de
tucuma apresenta picos referentes aos cinco acidos graxos (palmitico, esteérico,
oleico, linoleico e linolénico). O pequeno pico em 2,78 ppm (Nucleo de hidrogénio em
carbono metilénico entre duas duplas ligacdes, ver Tabela 4.24) é caracteristico dos
acidos carboxilicos poli-insaturados. A presenga desse pico com pequena intensidade
mostra que o éleo de tucuma possui baixo teor de acidos graxos poli-insaturados,
porém o pico em 2,1 ppm, com intensidade maior, mostra que a amostra € rica em
acido oleico. Esse resultado corrobora com os de FERREIRA et al. (2008) e
VASCONCELOS et al. (2013) que estudaram a composicdo de acidos graxos do
tucuma e os resultados mostraram que o acido majoritario é o oleico (monoinsaturado)
com concentracao média superior a 60 % e o palmitico (saturado) com média superior

a 20 %.
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Figura 4.21 Espectros de RMN 'H dos principais acidos graxos do 6leo de tucuma.
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AVALIACAO QUANTITATIVA DOS PRINCIPAIS ACIDOS GRAXOS PELO METODO DE

INTEGRAGAO DO HIDROGENIO TERCIARIO DOS ESPECTROS DE RMN DE H

Para avaliacdo quantitativa dos 4cidos graxos componentes do triglicerideo foi
empregada metodologia desenvolvida por SALINERO, et al (2012), que usa o
hidrogénio terciario da glicerina (Hgy) para quantificar a razdo dos &cidos graxos
saturados/insaturados, uma vez que ha apenas um hidrogénio para uma molécula de
triglicerideo. A Figura 4.22 mostra os principais triglicerideos presentes nos 6leos e os
hidrogénios mais singulares em relacdo aos deslocamentos quimicos da RMN. Os
hidrogénios vinilicos (Hy) possuem um deslocamento quimico caracteristico e pode ser
usado para determinar a taxa de acidos graxos saturados/insaturados. Os hidrogénios
bis-alilicos podem ser usados para diferenciar os tipos de acidos graxos, considerando

que o linoleico apresenta duas (Hq) € o linolénico trés (Hy).

HV HV

/\H’WZ% monoinsaturado (oleico) A
(|) Hy HaHy H "
— J\ H, HH
e 0 A iy o di-insaturado (linoleico) B
| R '< Hy' HiHy HgH 'H,"
d ~
HyC—O R H, HH, HH, H,
(|) n — — — tri-insaturado c
) Hy HaH HiH H HY H, n (linolénico)
HC—0" TR

L \HF, saturado D

Figura 4.22 Estrutura quimica dos principais triglicerideos nos 6leos.

Considerando A, B, C e D a proporcéao de cada tipo de acido graxo na estrutura
do triglicerideo as equacgdes abaixo foram definidas:
e Integral dos hidrogénios vinilicos (H,) = 2A + 4B + 6C

e Integral dos hidrogénios bis-alilicos linoleico (Hq) = 2B
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Integral dos hidrogénios bis-alilicos linolénico (H;) = 4C

e A+B+C+D=3

A Figura 4.23 mostra o espectro de tucuma com o deslocamento do hidrogénio

terciario do ftriglicerideo integrado e normalizado para 100. O sinal dos hidrogénios

vinilicos foi integrado como 4,93 (542 — 5,30 ppm), os bis-alilicos como

0,141(linoleico) e 0,456 (linolénico).
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Figura 4.23 Hidrogénios singulares na estrutura do triglicerideo dos 6leos.

As integrais medidas podem ser resumidas como H, = 4,904, Hy = 0,142, H, =

0,458 e Hy = 1,00. Assim os valores para cada tipo de &cido graxo estdo descritos na
Tabela 4.25.
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Tabela 4.25 Teor dos acidos graxos majoritarios no triglicerideo do 6leo de tucuma

determinado por RMN de 'H.

Acidos Graxos % por RMN de 'H % FERREIRA et al.( 2008)
Saturados 28,26 29,28

Oleico 65,55 67,6

Linoleico 2,36 1,15+ 0,01
Linolénico 3,81 Nao determinado

Os resultados sdo bem proximos dos encontrado por FERREIRA et al. (2008),
que estudou o perfil do tucuma por cromatografia gasosa. Esta metodologia se
mostrou adequada para o estudo dos principais acidos graxos do triglicerideo do 6leo
de tucuma e foi empregada para analisar os efeitos da radiacdo em cada um dos
acidos graxos identificados. Os dados obtidos por RMN de 'H permitiram também
comparar o teor dos principais acidos graxos do éleo do tucuma com os éleos de

outras espécies (Tabela 4.26).

Tabela 4.26 Teor dos &cidos graxos majoritarios no triglicerideo do éleo de tucuma, no

6leo de abacate e no éleo de palma.

) Abacate (Persea Oleo de palma**
Acidos Graxos Tucuma
americana, Mill.)*
Saturados 28,26 22,03 47.8
Oleico 65,55 50,30 42
Linoleico 2,36 13,49 10,2
Linolénico 3,81 1,76 Nao determinado

Fonte : * MASSAFERA et al.( 2010), ** GRIMALDI et al. (2005)

O 6leo do endocarpo do tucuma tem grande valor nutricional, pois apresenta

alto teor de acidos graxos insaturados. Os teores de &cido oleico e linolénico do
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tucuma sao superiores ao encontrados no 6leo do endocarpo do abacate (Persea
americana, Mill.) e do 6leo de palma. O teor de saturados totais € inferior ao
encontrado no 6leo de palma, colocando o endocarpo do tucuma como fonte

alternativa de éleo mais adequada que a palma.

4.4.2 AVALIACAO DOS EFEITOS DA RADIACAO GAMA NOS PERFIL LipiDICO POR RMN EM

SOLUCAO

ANALISE VISUAL DOS ESPECTROS DE RMN DE 3C

Para a avaliacdo dos efeitos da radiagdo gama no perfil lipidico do 6leo de
tucuma os espectros dos nicleos de '*C das amostras irradiadas e controle foram
submetidos preliminarmente a uma andlise visual. Esta analise permite detectar
faciimente a variacdo na intensidade dos picos ou o surgimento de novos,
caracterizando a ocorréncia de oxidacao dos lipidios.

A Figura 4.24 mostra os espectros de RMN de 3C do 6leo controle e irradiado
nas doses de 0,5 kGy, 1 kGy e 4 kGy. A analise visual revela que nao houve variacao
alguma na intensidade dos picos, mesmo para a dose de 4,0 kGy. Este resultado esta
de acordo com CAMARGO et al. (2011) que irradiou o amendoim (Arachis hypogaea
L.) com doses de até 15 kGy e relatou que as diferencas significativas ocorreram para
10 kGy onde a porcentagem de acidos graxos saturados diminuiu em relacdo ao
controle e a porcentagem de &cidos graxos insaturados aumentou, principalmente o
oleico, que é precursor de acidos graxos de cadeia longa e é necessario para manter
em condi¢cdes normais as fungdes cerebrais e transmissdo de impulsos nervosos
(MARTIN et al., 2006). No entanto, SILVA (2008) pesquisando os efeitos da radiacao
gama nos lipidios do leite irradiado por RMN de '3C, observou que 1 kGy foi suficiente
para oxidar os lipidios do leite, a evidéncia foi 0 aparecimento de picos na regido de

209 ppm e 202 ppm, relativos a cetonas e aldeidos, respectivamente. O leite possui
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alto teor de agua e &cidos graxos insaturados, o que facilita a sua oxidacdo com
baixas doses. Um dos efeitos da radiacdo detectados nas analises de Relaxometria foi
a diminuicdo de agua no epicarpo-mesocarpo, fato que corrobora ainda mais para a
estabilidade dos lipidios observadas pelos espectros de RMN de 13C. Ainda assim, é
possivel que a oxidacao lipidica do 6leo de tucuma ocorra, porem em propor¢oes
muito baixas. Outro fator que corrobora para os baixos niveis de oxidacao dos lipidios
das amostras irradiadas é a grande quantidade natural de carotenoides,
especialmente o beta e o alfa caroteno, que possuem a capacidade de consumir todo
0 'O, do sistema.

Para uma investigagdo mais minuciosa dos efeitos da radiagdo gama no perfil
lipidico do 6leo de tucuma uma metodologia de analise dos espectros de RMN de 'H

foi empregada.
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Figura 4.24 Espectros de RMN '3C do 6leo de tucuma controle e irradiado nas doses

de 0,5 kGy, 1 kGy e 4, kGy.
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AVALIACAO QUANTITATIVA DOS EFEITOS DA RADIACAO GAMA NOS AcCIDOS GRAXOS

MAJORITARIOS POR RMN DE 'H

Para a avaliacdo dos efeitos da radiacdo gama no perfil lipidico do éleo de
tucuma os espectros de RMN 'H foram integrados na regido do hidrogénio terciario
(Hg), hidrogénios vinilicos (H,) e bis-alilicos do acido oleico (Hg) e do linolénico (Hy)
conforme visto na Figura 4.22. Os valores das integrais de cada hidrogénio estdo

descritos na Tabela 4.27.

Tabela 4.27 Integrais medidas dos espectros de RMN de 'H das amostras de

Oleo irradiadas e controle.

Doses Hy Hq H: Hq

controle 4,904 0,142 0,458 1,000
0,5 kGy 4,865 0,145 0,468 1,000
1 kGy 4,780 0,105 0,381 1,000
2 kGy 5,267 0,152 0,479 1,000
4 kGy 4,146 0,095 0,319 1,000

A Tabela 4.28 consolida os teores dos acidos graxos majoritarios do 6leo de
tucuma controle e irradiados nas doses de 0,5 kGy, 1 kGy, 2 kGy e 4 kGy.

A Tabela 4.28 evidencia que houve diminuigdo na porcentagem de &cidos
saturados e aumento na porcentagem de insaturados até a dose de 2 kGy. Esse
resultado é de suma importancia para a qualidade do 6leo de tucuma, pois equivale a
uma melhora nutricional, considerando que os acidos graxos saturados consumidos
além dos limites desejados contribuem para o aumento das taxas de colesterol no
sangue. Enquanto que o consumo moderado de alimentos fontes de acidos graxos
insaturados esta relacionado com a diminuicao dos niveis de colesterol circulantes e

consequentemente ao menor risco para o aparecimento de doengas cardiovasculares.
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Assim sendo, a dose limitante do tratamento gama foi a dose de 4 kGy, que causou
diminuicdo na porcentagem de todos os acidos graxos insaturados e aumento dos

saturados em comparagédo com o controle.

Tabela 4.28 Teor dos &cidos graxos majoritarios no triglicerideo do éleo de tucuma

irradiado e controle determinado por RMN de 'H do 6leo de tucuma.

amostras Saturados Oleico Linoleico Linolénico
controle 28,26 65,55 2,36 3,81
0,5 kGy 29,13 64,55 2,41 3,90
1 kGy 28,43 66,64 1,75 3,18
2 kGy 22,73 70,74 2,53 3,99

4 kGy 37,8 57,95 1,58 2,65
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5 CONCLUSOES E RECOMENDAGCOES

Os dominios moleculares do fruto tucuma foram determinados na primeira
parte deste trabalho, e também o efeito da irradiacdo gama nestes dominios. Houve
diferencas significativas na mobilidade molecular da agua no epicarpo-mesocarpo e
sementes. A quantidade de agua livre caiu no epicarpo-mesocarpo principalmente na
dose de 2 kGy e isto € um bom resultado para a conservagao de frutos. Verificou-se
que o endocarpo tem a menor quantidade de agua e foi resistente a alteragdes na sua
estrutura molecular. A semente tem o maior teor de 6leos do fruto e a irradiacdo gama
causou mudancgas na interagao das moléculas com a dgua, aumentando a mobilidade
molecular dos componentes. Os resultados deste trabalho mostraram que a irradiagao
gama é uma técnica promissora na conservagao do tucuma uma vez que o principal
efeito das baixas doses de radiagado foi a diminuicdo da adgua no sistema. A radiacdo
corrobora para a conservacdo, sem efeitos deletérios na qualidade tucuma. A
metodologia de determinacdo do tempo de relaxacdo longitudinal, usado na
caracterizagao do tucuma antes e depois de diferentes doses de irradiagdo gama, foi
adequado para o estudo da qualidade do fruto irradiado. Os resultados provaram que
esta técnica pode ser usada como uma nova ferramenta para a analise de efeitos de
radiacdo em frutas.

O fruto tucuma se mostra como uma boa fonte de lipideos. Os lipideos contidos
no fruto sdo importantissimos no incremento da biodisponibilidade de carotenoides no
organismo. A concentracdo de bleos no pericarpo e mesocarpo do tucuma sofreu
variacdo em todas as doses em relagdo ao controle porem com maior significancia
para a dose de 2,0 kGy, indicando que a radiacdo possui a capacidade de alterar o
teor de dleos. O endocarpo, estrutura com quantidade minima de agua, também
sofreu reducdo em sua concentragdo de 6leos, principalmente para as doses de 0,5

kGy e 2,0 kGy. A semente do fruto sofreu variagcdo em seu teor de éleos somente para
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a dose de 0,5 kGy. Nas amostras mais abundantes de lipidios (casca 1 e semente) ha
um aumento significativo do teor de lipidios para as doses de 0,5 kGy e 1,0 kGy,
mostrando que essas doses sdo capazes de liberar os lipideos de outras moléculas
componentes da matriz do fruto. As alteracées nos niveis de bleos detectadas nao
descaracterizam as propriedades nutricionais € industriais do fruto, portanto
comprovando a irradiagcdo como uma técnica indicada para a conservacao do tucuma.

A primeira parte deste trabalho revelou que o componente de maior

concentracdo em todas as partes do tucuma séo os 6leos.

A segunda parte desta Tese foi baseada numa andlise minuciosa no perfil
lipidico do tucuma e nos efeitos das baixas doses de radiagdo gama nos componentes
lipidicos majoritarios.

O teor de carotenoides totais no éleo de tucuma foi determinado e observou-se
que é altissimo. Os efeitos do tratamento gama no teor de carotenoides totais e
majoritarios ndo foram verificados, uma vez que os valores das amostras controle e
irradiadas sdo semelhantes.

O emprego da técnica de RMN de 'H para determinacdo quantitativa dos
principais acidos graxos no 6leo e os efeitos da radiacdo em cada um mostrou
resultados satisfatorios. As analises do perfil de lipidico do 6leo revelaram que o &cido
graxo majoritario € o oleico com concentragao de aproximadamente 65% do total, e os
saturados com contragdo aproximada de 28%. Os efeitos da radiacao no perfil lipidico
do fruto foram positivos até a dose de 2 kGy, pois houve aumento da porcentagem de
acido oleico, linoleico e linolénico e diminuicdo dos saturados. A dose de 4 kGy ndo se
mostrou adequada para o tratamento do fruto pois diminuiu a concentracdo de acidos

insaturados e aumentou a concentracdo de saturados.
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Os resultados desse trabalho revelaram que a irradiacdo é uma técnica
promissora na conservagao do fruto. Pois os efeitos principais da radiagdo gama sobre
o fruto foram dois:

a) a diminuicdo da agua livre no sistema, o que corrobora para a

conservacao deste, sem efeitos deletérios na qualidade do tucuma;

b) 0 aumento da concentracdo de &cidos graxos insaturados no 6leo do

epicarpo-mesocarpo e diminuicdo de acidos graxos saturados para a
dose de 2 kGy.

Assim sendo, para o melhoramento nutricional e para a conservacdo do
tucuma, é recomendado o tratamento gama com doses nao superiores a 2 kGy.

A partir desses resultados, justificam-se novas pesquisas para se conhecer a
estabilidade oxidativa dos lipidios durante o armazenamento prolongado do 6leo do

tucuma irradiado e controle.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1. Aplicar as técnicas de Relaxometria e RMN de alto campo em solucédo para
monitorar a estabilidade lipidica do éleo de tucuma irradiado e controle em
periodos de armazenamento diferentes;

2. Aplicar doses mais altas para verificar qual a dose geradora de produtos de
oxidagao dos lipidios do 6leo de tucuma;

3. Estudo dos efeitos do processo de irradiagdo nos volateis do tucuma por CG-
MS;

4. Estudo dos efeitos da Irradiagédo nas fibras do tucuma por difracao de raios x.

5. Determinar o teor de carotenoides totais no 6leo apés fritura.

6. Reavaliar os teores de carotenoides e equivalente de retinol no 6leo irradiado

de tucuma por extracdo convencional de carotenoides.
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