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CAPITULO 1






RESUMO GERAL

O tomate ¢ um fruto popular rico em compostos antioxidantes, porém seu alto teor de
carboidratos e umidade o torna sensivel a contaminagdo por diversos patogenos. As principais
formas de cultivo do tomate sdo organico e convencional, portanto, a identificacdo das
diferencas do perfil metabolico quanto a variedade e cultivo e sua relagdo com a contaminagao
fungica sdo importantes ferramentas para inferir sobre o manejo da cultura e sua
sustentabilidade ao longo dos diferentes pontos da cadeia alimentar. Os objetivos deste estudo
foram avaliar a composic¢do e ocorréncia de compostos indicadores de defesa natural de tomates
de cultivo organico e convencional, com énfase naqueles relacionados a suscetibilidade a
contaminac¢do fungica, visando subsidiar o manejo das culturas de forma mais sustentavel e
mitigar os danos a saide humana. Primeiramente os tomates foram caracterizados quanto a sua
composi¢do quimica, carotenoides, compostos fenolicos, acido ascorbico, perfil de agucares,
perfil fendlico e aminoacidico e determinacdo das enzimas de defesas. A partir desta
composi¢ao o estudo foi conduzido a fim de avaliar as relagdes entre nutrientes, compostos
bioativos e atividade antioxidante de variedades comerciais de tomates; analisar o impacto da
variedade e tipo de cultivo (convencional e organico) na atividade de enzimas relacionadas aos
mecanismos de defesa; verificar o efeito de compostos fendlicos extraidos de tomates de
diferentes variedades e cultivo contra cepas de Penicillium expansum, Penicillium verrucosum
e Aspergillus ochraceus; validar e aplicar método de determinacdo de patulina (PAT) e
ocratoxina A (OTA) em tomates de cultivo organico, convencional e em frutos em diferentes
estddios de maturagdo. Os tomates Cereja destacaram-se pelos teores de pectina (47%),
licopeno (34,1 mg. g') e pela relagdo aglicar/acidez. A Anélise de Componentes Principais
(PCA) mostrou que o potencial antioxidante dos compostos fendlicos estd relacionado as
concentragdes de acido protocatecoico e quercetina. As atividades das enzimas peroxidase
(PO), polifenoloxidase (PPO), catalase (CAT) e fenilalanina-amonia-liase (PAL) mostraram-se
uteis para a certificacdo e rastreabilidade de tomates, uma vez que sua correlagao foi superior a
0,9. A andlise estatistica confirmou que as atividades PO e CAT foram as mais promissoras
para encontrar um modelo de resposta ao sistema de cultivo. Os extratos fendlicos dos tomates
de cultivo convencional mostraram-se mais eficientes para inibir a contaminagdo fingica
possivelmente relacionada a presenga do acido cafeico neles. Os aminoacidos prolina e cisteina
diferiram em resposta ao manejo da cultura e, portanto, podem ser usadas como marcadores de
cultivo. Com relacdo as micotoxinas, OTA ndo foi detectada em nenhuma das amostras
estudados e os niveis de PAT foram 70% mais elevados em tomates de cultivo convencional.
As amostras de tomate da variedade Cereja apresentaram os maiores teores de acidez e os
maiores niveis de PAT, indicando que estes niveis podem estar relacionados entre si. No estadio
de maturacao vermelho, cuja parede celular estava menos rigida, o tomate Caqui apresentou os
maiores niveis de contaminacdo por PAT, confirmando que a rigidez da parede celular ¢ um
fator de protecao contra o patdgeno.

Palavras-chave: Aspergillus. Compostos fendlicos. Enzimas de defesa. Ocratoxina A.
Penicillium. Patulina.






ABSTRACT

DEFENSE COMPOUNDS IN ORGANIC AND CONVENTIONAL TOMATOES (Solanum
lycopersicum) AND THEIR SUSCEPTIBILITY TO FUNGAL AND
MYCOTOXICOLOGICAL CONTAMINATION

Tomato is a popular fruit that is rich in antioxidant compounds, however its high carbohydrate
and moisture content, make it sensitive to contamination by various pathogens. The main forms
of tomato cultivation are organic and conventional, therefore, the identification of the metabolic
profile differences regarding variety and cultivation and their relationship with specific fungal
susceptibility are important tool to infer about the culture management and its sustainability
throughout the different point in food supply chain. The objectives of this study were to evaluate
the composition and occurrence of natural defense indicators management system, with
emphasis on those related to the susceptibility to fungal contamination, aiming to support the
friendly crop management to mitigate the damage to human health. Firstly, comercial tomatoes
were characterized about the chemical composition, carotenoids, phenolic compounds, ascorbic
acid, sugar profile, phenolic and aminoacidic profile and activity of defense enzymes. The
relationships between nutrients, bioactive compounds,the antioxidant and defense enzymes
activities were evaluated, by principal components analysis (PCA), considering the varieties
and types of growing. Afterwards the minimal inhibitory and fungistatic concentrations of the
phenolic compounds extracted from the tomatoes were determined against strains of
Penicillium expansum, Penicillium verrucosum and Aspergillus ochraceus. Validate methods
were applied to determine the occurrence of patulin (PAT) and ochratoxin A (OTA) in tomatoes
growing under organic, conventional systems and different maturation stages. Cherry tomatoes
stood out for their contente of pectin (47%), lycopene (34,1 mg. g'!') and sugar/acid ratio. The
PCA showed that the antioxidant potential of the tomatoes were explained by the phenolic
compounds, in special the concentrations of protocatechoic acid and quercetin. The activities
of the enzymes peroxidase (PO), polyphenoloxidase (PPO), catalase (CAT) and phenylalanine-
ammonia-lyase (PAL) proved to be useful for the certification and traceability of tomatoes, as
their correlation with the management of the crop was greater than 0.9. Statistical analysis
confirmed that PO and CAT activities were the most promising to find a response model to the
management system. Phenolic extracts from conventionally growing tomatoes showed be the
better inhibitors against the fungi species and this inhibition could be explained by the presence
of caffeic acid. The amino acids proline and cysteine expressed differences related to the
cultivation management and, therefore, can be used as culture markers. Regarding mycotoxins,
OTA was not detected in any of the studied tomatoes and PAT levels in the samples were 70%
higher in conventionally grown tomatoes. Tomato samples of the variety Cherry had the highest
acidity levels and the highest PAT levels, indicating that these levels may be related to each
other. In the red maturation stage, whose cell wall was less rigid, Persimmon tomato showed
the highest levels of PAT contamination, showing that cell wall rigidity is a protective factor
against the pathogen.

Keywords: Aspergillus. Defense enzymes. Ochratoxin. Penicillium. Phenolic compounds.
Patulin.
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1 INTRODUCAO GERAL

O estudo de fatores envolvidos com os mecanismos de defesa de produtos agricolas
tem possibilitado o desenvolvimento de matérias-primas com caracteristicas mais adequadas ao
manejo e produtividade, em geral com acentuada expressao da resisténcia a exposicao de
patégenos. Vdrias estratégias tém sido adotadas, entre elas a manipulacdo de genes, para
posterior transferéncia a espécie receptora. As principais respostas observadas com o
melhoramento genético sdo o acumulo de proteinas relacionadas com a resisténcia a
patogenicidade (PR-proteinas), fitoalexinas, compostos fendlicos e proteinas de parede celular
(MICHEREFF; BARROS, 2001). Isto torna bastante promissor o uso deste tipo de resisténcia
no controle de doencas de plantas e/ou recuperacdo destes compostos para aplicacdo em outros
pontos da cadeia produtiva de alimentos como conservadores (MONQUERO, 2005).

O aprofundamento do conhecimento sobre as caracteristicas quimicas e efeitos
preventivos aos danos chamaram aten¢do para o tomate, Solanum lycopersicum, pela
diversidade de seus componentes bioativos, os quais permitem alegar a sua funcionalidade
(GIOVANNETTI et al., 2012; SLIMESTADA; VERHEULB, 2009). O tomate ¢ um fruto
muito popular e possui variedades que sdao cultivadas de acordo com a finalidade de
aproveitamento, seja para o consumo in natura ou para processamento industrial. Os principais
compostos antioxidantes presentes nele sdo acido ascorbico, carotendides, flavondides e acidos
fendlicos. No Brasil as variedades de tomate mais comercializadas sdo: Caqui, Cereja, Italiano
e Longa Vida em fung¢do da sua adaptabilidade as condigdes climaticas e formas de manejo das
culturas (LOPES; AVILA, 2005).

O licopeno ¢ o principal carotenoide responsavel pela cor vermelha do tomate,
juntamente com outros metabodlitos da familia apresenta capacidade de inativar os radicais
livres, confere prote¢do contra doencas cardiovasculares (KREMER, 2008; RISSANEN;
FRANSSILA-KALLUNKI; RISSANEN, 2001) e contra certos tipos de cancer
(GIOVANNUCKCI et al., 2002). O acido ascorbico (vitamina C) contribui para a reducao do
estresse oxidativo e quando ingerido promove a regeneracao de mucosas beneficiando a sintese
de coldgeno (BAHORUN et al.,, 2004). Os compostos fendlicos no tomate podem ser
flavanonas, flavondis e acidos fenolicos, conhecidos pelos seus beneficios atribuidos a sua agao
antioxidante, anticarcinogénica, propriedades antimicrobianas, antimutagénicas e anti-
inflamatérias (SLIMESTAD; FOSSEN; VERHEUL, 2008). Estes compostos constituem um

grupo importante de metabolitos secundarios que apresentam efeitos inibitorios no crescimento
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de fungos e producdo de micotoxinas, como tem sido demonstrado em estudos que avaliaram
as propriedades antifiingicas deles como alternativa aos fungicidas sintéticos (CHRIST-
RIBEIRO et al., 2019; CHRIST-RIBEIRO et al., 2017; HEIDTEMANN-BEMVENUTI et al.,
2016).

Entretanto, o alto teor de carboidrato e de umidade, torna o tomate sensivel a
contaminagdo por patdogenos diversos. Em vista disto, a producdo convencional de tomate
utiliza elevadas quantidades de agroquimicos como forma de garantir a produtividade. Em vista
do risco que esta pratica representa tem-se buscado alternativas de produ¢ao menos danosas ao
consumidor e ao meio ambiente, dentre estas tem-se destacado o cultivo organico (KATZ;
BARROS, 2016). O cultivo organico ¢ caracterizado por ndo usar pesticidas e fertilizantes
sintéticos, ¢ um sistema que adota normas para produzir alimentos mantendo suas
caracteristicas originais e que atendam as expectativas do consumidor. A auséncia de tais
pesticidas pode implicar na maior exposicao da planta a situagdes estressantes, proporcionando
um aumento na producdo de substancias dos mecanismos naturais de defesa, que incluem os
compostos fendlicos, enzimas e aminodcidos (CARRILLO et al., 2019).

Nas culturas de tomate os estudos vem sendo principalmente focados para tornar as
espécies mais produtivas, resistentes durante o cultivo e com maior aporte de compostos
biologicamente ativos (ALFOSEA-SIMON et al., 2020; KRISHNA et al., 2021; RADY et al.,
2020) e pouco se tem associado estes mecanismos aos riscos micotoxicoldgicos deste fruto
(DONG et al., 2019). Portanto, a identificacdo destas diferencas de perfil metabolico em
variedades de tomates e sua relagdo com a resisténcia a contaminantes fingicos especificos ¢
uma ferramenta importante para inferir sobre a adequacao da variedade ao manejo organico e

sustentabilidade dele ao longo das diferentes etapas da cadeia produtiva de alimentos.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Estudar a composicdo e a ocorréncia de compostos indicadores de defesa natural
em tomates de cultivo organico e convencional, com destaque para aqueles relacionados a
susceptibilidade a contaminagdo fingica, visando subsidiar o manejo das culturas de forma

mais sustentavel e mitigar os danos a saude humana.

2.2 ESPECIFICOS

- Avaliar as relagdes entre nutrientes, compostos bioativos e atividade antioxidante
de variedades comerciais de tomates a fim de identificar os principais compostos responsaveis
pelo seu potencial antioxidante, empregando analise multivariada.

- Determinar o impacto da variedade e tipo de cultivo (convencional e organico) na
atividade de enzimas relacionadas aos mecanismos de defesa em tomates, visando detectar
potenciais marcadores de manejo para rastreabilidade dos frutos.

-Verificar o efeito de compostos fendlicos extraidos de tomates de diferentes
variedades e cultivo contra cepas de Penicillium expansum, Penicillium verrucosum e
Aspergillus ochraceus para identificar o efeito do manejo no potencial antifiungico dos frutos.

- Validar e aplicar método para determinar a ocorréncia de patulina e ocratoxina A

em tomates de cultivo organico, convencional e em diferentes estddios de maturagao.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 CARACTERISTICAS DO TOMATE E FORMAS DE CULTIVO

O tomate, Solanum lycopersicum, ¢ um fruto muito popular e consumido in natura
ou processado, possui em sua composi¢ao de 93% a 95% de agua, e o restante dos componentes
sdo compostos inorganicos, acidos organicos, agucares ¢ solidos soluveis (STINCO et al.,
2017). E considerado um alimento funcional, pois contém compostos bioativos, principalmente
moléculas com poder antioxidante (DAVIS; FISH; PERKINS-VEAZIE, 2003).

O fruto ¢ produzido em todo o mundo, com tecnologias cada vez mais eficientes
em termos de produtividade e vida util para consumo e comercializacdo (LANA et al., 2006).
A FAO (Organizac¢ao das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacao) registrou producao
de tomate no ano de 2016 em 175 paises, inclusive em regides de em altas latitudes como
Canada e Russia. O maior produtor mundial foi a China com uma area cultivada de mais de um
milhdo de hectares e uma produgdo anual de mais de 56 milhdes de toneladas. Segundo IBGE
(2021), o Brasil produziu 3,8 milhdes de toneladas de tomate em 2020 e 4,1 milhdes de
toneladas em 2019, indicando uma diminui¢do de 7 % comparado ao ano anterior. Esta
diminui¢do na producdo de tomate pode estar associada as variagdes climaticas menos definidas
e com as variagoes drasticas de temperatura e umidade que foram observadas em diferentes
regides brasileiras.

Por suas origens, no Brasil o tomateiro cresce bem em condigdes de clima tropical
e subtropical, fresco e seco, com bastante luminosidade (DUSI et al., 1993). Com base nessas
referéncias climaticas, pode-se dizer que a melhor época de plantio do tomateiro ¢ aquela em
que as temperaturas médias variam entre de 18 a 25 °C, baixa umidade relativa do ar (30%) e
baixo indice de chuvas (800 mm) por um periodo de 5 a 6 meses consecutivos. Em vista de suas
caracteristicas agrondmicas, as principais variedades de tomates produzidos no Brasil sdao
rotineiramente conhecidas como: Caqui, Cereja, Italiano e Longa Vida.

Os tomates do grupo salada ou Caqui possuem frutos arredondados, achatados no
apice e na base e peso médio variando de 200 a 400 g (DUSI et al., 1993). Os frutos da variedade
Cereja se caracterizam por apresentar tamanho de 2 a 3 cm de diametro, alto valor nutricional
em comparagdo aos outros (FIGAS et al., 2015), sabor mais doce (KLEE; GIOVANNONI,
2011; TAYLOR et al., 2006) e periodo maior de conservacao (RAFFO et al., 2002). Os tomates
da variedade Italiano sdo frutos alongados e de peso médio entre 70 e 200 g cujas caracteristicas
morfologicas o tornam adequado para o mercado de alimentos frescos ou para fins de

processamento sendo o lider na industria de conservas (BALBI et al., 2008). Os tomates da
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variedade Longa Vida sdo frutos arredondados, achatados no &pice e na base, de peso médio
entre 70 e 200 g que foram desenvolvidos para o consumo in natura. A variedade foi obtida
por meio da selecdo de alelos favoraveis, que fornecem uma maior firmeza ao pericarpo, € pela
utilizacdo de mutante de amadurecimento (vin, nor e alc), que promove uma estabilidade pos-
colheita prolongada (VECCHIA; KOCH, 2017).

A classificacdo em grupos ¢ feita de acordo com o seu formato, sua coloragdo,
classes ou calibre conforme o tamanho do fruto e tipos ou graus de selecdo ou categorias de
acordo com a qualidade do fruto (BRASIL, 2008). Conforme seu tamanho, os grupos sao:
oblongo, quando o didmetro longitudinal for maior que o transversal e redondo, quando o
didmetro longitudinal for menor ou igual ao transversal. Em relacdo a coloracdo sdo definidos
como: verde maduro, quando se evidencia o inicio de amarelecimento na regido apical do fruto;
pintado, quando as cores amarelas, rosa ou vermelho encontram-se entre 10 (dez) e 30 (trinta)
por cento da superficie do fruto; rosado, quando 30 % a 60 % do fruto encontra-se vermelho;
vermelho, quando o fruto apresenta entre 60 ¢ 90 % da sua superficie vermelha e vermelho
maduro, quando mais de 90 % da superficie do fruto encontra-se vermelha.

A qualidade de frutos de tomate esta definida com base na aparéncia, consisténcia,
diametro transversal auséncia de deformidades e outros atributos sensoriais. Mesmo que
algumas deformidades afetem o valor comercial dos tomates nem sempre causam a redugdo do
valor nutritivo e da qualidade comestivel do produto (VILELA et al., 2003).

Os defeitos dos tomates podem ser de origem fisioldgica, entomologica, patologica
e mecanica. Defeitos fisiologicos decorrem de anomalias hereditarias ou de varidveis abioticas
desfavoraveis durante a fase de crescimento e maturacdo. Os defeitos entomoldgicos sdo
causados por insetos cujos efeitos podem ser diretos ou indiretos, propiciando a entrada de
patdgenos e outras pragas. A acdo de bactérias, fungos, leveduras ou virus, promovem lesdo,
descoloragdo e podriddo sao denominados defeitos patologicos. O manuseio inadequado resulta
em defeitos mecanicos, como amassamento, corte ou machucadura que por sua vez tornam os
frutos mais susceptiveis a agdo microbiana e a degradacdo endogena também (CHITARRA &
CHITARRA, 2005; CASTRO et al., 2001).

O cultivo convencional de tomates em escala comercial requer medidas técnicas
especiais, pois o fruto e a planta sdo susceptiveis a varias pragas ¢ doencas, o que leva o uso
abusivo de pesticidas. Uma tendéncia para tornar este fruto menos perigoso ¢ o manejo da
cultura de tomates conforme os protocolos da agricultura organica, que ndo permite o uso de
pesticidas e de organismos geneticamente modificados, empregando praticas que nao

comprometam a qualidade do solo ou que provoquem sua perda por processos €rosivos
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(BRASIL, 2003). O fruto proveniente destes cuidados pode levar a alegacdo de ‘tomate
organico’ e para isto precisa receber selo de certificagdo concedido pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil (MAPA). As variedades certificadas no Brasil
e encontradas comercialmente sdo Caqui, Cereja e Italiano.

A maioria dos estudos que pretendem demonstrar a vantagem deste tipo de cultivo
empregam a comparacdo da composicdo quimica em fun¢do do cultivo convencional e
organico. No entanto, varios fatores além do tipo de cultivo podem afetar para a composi¢ao
quimica dos macros componentes limitando a aplicabilidade deste critério para definir sobre o
efeito do manejo em todas as variedades cultivaveis de tomate. Outro ponto importante, que
chama a atencdo para a proposta que alega vantagens no produto do cultivo orgénico ¢ a
inconsisténcia de resultados, frequentemente atribuida a fatores basicos, como cultivar, tempo
de pods-colheita, temperatura de armazenamento, composi¢ao do solo, tipo de fertilizante,
fatores climaticos, entre outros (PACHECO et al., 2017). Em qualquer tipo de manejo de
culturas a qualidade dos vegetais comestiveis, em especial em algumas porgdes, depende da
interagdo entre essas varidveis durante o ciclo de producdao (MAGGIO et al., 2013; ROSATI et
al., 2014). Um sistema ideal seria aquele aonde todas essas varidveis pudessem ser controladas
para fornecer evidencias tedricas e praticas sobre o manejo agricola e seus efeitos sobre a
qualidade do fruto ou outra por¢ao comestivel.

Outro foco das pesquisas referentes a tomates cultivados sob o sistema orgénico
tem consistido em relacionar a auséncia de pesticidas com maior conteido de compostos
fenolicos e outros compostos biologicamente ativos (HEIMLER; ROMANI; IERI, 2017;
ORSINI et al., 2016). Hallmann (2012) observou maiores teores de polifendis e vitamina C sob
agricultura organica. Em um estudo posterior para analisar o perfil de acidos fenolicos, apenas
o teor de acido clorogénico foi maior nos frutos da agricultura organica (HALLMANN;
REMBIAL KOWSKA, 2012). No caso de carotenoides os resultados sdo contraditorios, Caris-
Veyrat et al. (2004) obtiveram maiores concentragdes de carotenoide sob agricultura organica.
Riahi et al. (2009) ndo encontraram nenhum efeito explicavel pelo sistema de cultivo e Rossi
et al. (2008) observaram que apenas o conteudo de licopeno era inferior na agricultura organica.
Por outro lado, Vinha et al. (2014) encontraram licopeno superior, vitamina C, compostos
fendlicos totais e flavonoides na agricultura organica.

Influéncias ambientais na capacidade antioxidante também foram avaliados quanto
as propriedades nutricionais, um estudo comparativo envolvendo tomates de cultivo organico
e convencional mostrou que tomates organicos eram mais ricos em nutrientes que promovem a

saude humana do que aqueles produzidos convencionalmente, com maior conteudo de
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fitoquimicos e atividade antioxidante (VINHA et al., 2014). Além disso, sob condigdes
controladas e com boas praticas de gestdo, o rendimento de tomates em sistema organico €
semelhante ao convencional (SEUFERT; RAMANKUTTY; FOLEY, 2012).

Estes estudos demonstram a necessidade de mais pesquisas focadas em comparar
os sistemas de cultivo organico e convencional em culturas comerciais para obter conclusoes

claras sobre o efeito do manejo no acimulo de compostos bioativos e na qualidade do fruto.

3.2 CONTAMINACAO FUNGICA E MICOTOXICOLOGICA EM TOMATES

Uma grande variedade de doengas fungicas afetam o tomate, algumas das quais sdo
consideradas como grande ameaca a produg@o , como a pinta preta, causada por Alternaria spp.
¢ a requeima, causada por Phytophthora infestans, enquanto outras como a podridao de Phoma,
sdo consideradas de menor relevancia (COLMAN et al., 2018). Perre et al. (2015) também
demonstraram que Penicillium, Aspergillus, Fusarium e Alternaria estavam presentes em
tomates.

A Alternaria spp produz mais de setenta metabolitos secundarios, alguns deles sao
conhecidos por atuar como micotoxinas. Segundo a Autoridade Européia para Seguranga de
Alimentos (EFSA) as principais toxinas de Alternaria sdo alternariol (AOH), alternariol éter
monimetilico (AME), tentoxina (TeA) e acido tenuazdnico (TEN). A TeA foi relatada como a
principal micotoxina encontrada em tomates e seus produtos, como sopa de tomate, polpa,
molhos e sucos, em tomates secos, em ketchup e em tomates frescos (EFSA et al., 2016).
Berardis et al. (2018) encontraram resultados semelhantes ao relatados pelo EFSA, em produtos
a base de tomates, embora os valores fossem abaixo dos LODs para AOH, AME e TEM.
Confirmando os resultados informados pela literatura a TeA foi a inica micotoxina encontrada
nos produtos. Em contrapartida, Angel et al. (2012) detectaram a presenca de AOH ¢ AME em
tomates cru e processados.

Fungos do género Penicillium ocorrem frequentemente em frutas e vegetais.
Penicillium expansum tem sido predominantemente associado a contaminag¢ao por patulina em
pré e pos-colheita de magas (HELL et al.,, 2009). Patulina (PAT) ¢ a micotoxina mais
frequentemente encontrada como um contaminante natural de magas e seus produtos, o que
torna a maca passivel de regulamentagdo quanto aos niveis de PAT aceitaveis. No entanto, esta
micotoxina tem sido também detectada em outras frutas como o tomate (IQBAL et al., 2018;
RYCHLIK; SCHIEBERLE, 2001; SARUBBI et al., 2016). Cunha et al. (2014), encontraram

fungos do género Penicillium, Alternaria, Rhyzopus, Cladosporium, Mucor e Botrytis em
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tomates. Neste estudo a patulina foi encontrada em 37 % das frutas, em niveis de 3,22 a 47,7
mg.kg!. Sarubbi et al. (2016) mostraram que alimentos para bebé contendo molho de tomate
apresentaram 5,23 ng mL™!' de PAT.

O processamento ¢ a embalagem podem ter efeito sobre os fungos e niveis de
producdo de toxinas, o que foi confirmado por Dong et al. (2019) ao demonstrarem que as
micotoxinas AOH e AME foram encontradas em morangos ¢ que TeA foi encontrada em
tomates armazenados por longo periodo, mas que nenhuma das micotoxinas havia sido
detectada nas frutas frescas. Na Tabela 1 esta descrita a ocorréncia de micotoxinas em diferentes

produtos de tomate e seu respectivo fungo produtor.

Tabela 1 - Ocorréncia de micotoxinas em diferentes produtos atomatados

Produto Fungo Micotoxina Ocorréncia Referéncia
Ketchup A. alternata ALT 213 ugkg! PAVONetal (2012)
Tomate seco A. alternata ALT 280 pg kg! PAVON et al. (2012)
AOH 376 ug kg'! PAVON et al. (2012)
AME 72 ng kg’! PAVON et al. (2012)
Molho de tomate A. alternata ALT 20 ug kg! PAVON et al. (2012)
Tomate P. expansum PAT n.d CUNHA et al. (2014)
Tomate P. expansum PAT n.d CUNHA et al. (2014)
(organico)
Polpa de tomate P. expansum PAT 7,6 ugkg!  CUNHA etal. (2014)
Polpa de tomate P. expansum PAT 13,1 pgkg! CUNHA etal. (2014)
(organico)
Suco de tomate P. expansum PAT n.d CUNHA et al. (2014)
Geleia de tomate P. expansum PAT n.d CUNHA et al. (2014)
Smoothie P. expansum PAT n.d IQBAL et al. (2018)
Tomate fresco P. expansum PAT >50 pg kg! IQBAL et al. (2018)
Tomate fresco P. expansum PAT 45 ugkg! RYCHILIK et al. (2001)

n.d — ndo detectado. ALT — Altenueno, AOH — Alternariol, AME - alternariol éter monimetilico, PAT — Patulina.

A patulina (Figura 1a) demonstrou ter efeito toxico agudo, genotoxico, teratogénico
e possivelmente imunotéxico em animais, embora sua toxicidade em humanos ndo tenha sido
relatada de forma conclusiva e os efeitos de exposi¢do a longo prazo ainda sdo desconhecidos,
limitar sua concentracdo nos alimentos ¢ tomado como medida de precau¢do (CUNHA et al.,
2014). A ANVISA (2011) estabeleceu os limites maximos toleraveis (LMT) de ingestdo de
patulina em suco de maca, entretanto, ndo estdo estabelecidas legislacdes especificas para a
presenca de micotoxinas em tomates ou outros frutos o que torna bastante promissor os estudos
que relatam o levantamento de ocorréncia de micotoxinas em tomates e seus produtos, para que
seja possivel estabelecer estratégias para prevenir ou mitigar os efeitos de exposicdo a

contaminantes a partir desta fonte.
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Figura 1 - Estrutura quimica da (a) patulina e (b) ocratoxina.
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A ocratoxina A (Figura 1b) pode ser produzida por certas espécies de Aspergillus e
Penicillium com destaque para o Penicillium verrucosum e Aspergillus ochraceus(GEISEN et
al., 2018). E encontrada em vérias fontes, como cereais, ragoes, bebidas e frutas, no entanto
para tomates ainda ndo existem relatos de sua ocorréncia. Com relacdo aos efeitos toxicos, a
ocratoxina A pode causar dano oxidativo, aumento da peroxidagao lipidica, distarbios de
homeostase do célcio, comprometimento da oxidagdo mitocondrial e indu¢do de apoptose em
varios tipos de células (GALLO; FERRARA; PERRONE, 2017). Considerando os efeitos
nocivos causados pela ingestdo desta toxina, niveis maximos tolerdveis foram estabelecidos
para diferentes produtos alimentares, variando de 0,5 a 10 mg kg! (GEISEN et al., 2018).

Devido a alta toxicidade de patulina e ocratoxina o desenvolvimento de métodos
analiticos confidveis e sensiveis € de vital importancia no controle efetivo de contaminagao, os
métodos mais utilizados sdo cromatografia de camada fina (TLC, do inglés thinlayer
chromatography), cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (GC-MS, do
inglés gas chromatography mass espechophotometer), cromatografia liquida com detecgdo
ultravioleta (HPLC-UV, do inglés high performance liquid chromatography), cromatografia
liquida acoplada ao espectrometro de massas (HPLC-MS), eletroforese capilar (CE, do inglés
Capilary Eletrophoresis), ensaio de quimiluminescéncia, técnicas de reducdo eletroquimica,
entre outras (LI et al., 2017b; SHAHBAZI; SHAVISI, 2019).

No que se refere a contaminagdo fingica em tomates os estudos tem também dado
mais énfase as espécies que causam podridio aparente (COLMAN et al., 2018) ¢ menos as
espécies menos agressivas sobre a morfologia, mas produtoras de micotoxinas. Alguns estudos
demonstraram que fungos das espécies toxigénicas de Penicillium, Fusarium e Aspergillus sao
capazes de usar o fruto do tomate para seu desenvolvimento e ha também evidéncias da

manifestacdo do seu potencial toxigénico (PERRE et al., 2015).
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Wang et al. (2019) partiram deste principio e avaliaram a atividade antifingica
contra seis tipos de fungos fitopatogénicos, Phomopsis adianticola, Fusarium graminearum,
Alternaria tenuis Nees, Magnaporthe oryzae, Gloeosporium theae-sinensis e Sclerotinia
sclerotiorum. Os autores concluiram que as moléculas testadas possuiam efeito antifiingico.

Considerando a importancia do tomate como fonte de nutrientes e compostos
funcionais; o potencial de mecanismos de defesa a serem estimulados pelo manejo das culturas
e o risco da presenga de fungos menos ativos para desencadear a podridao aparente torna clara
a necessidade de uma conducdo abrangente de avaliagdo de ocorréncia de micotoxinas em
tomates e seus produtos, bem como as causas da contaminagdo. O incentivo a pesquisas que
visem a utilizagdo de compostos de defesa e mesmo de manejo sustentavel para propiciar a
manifestagdo do potencial intrinseco dos frutos sdo estratégias fundamentais para como uma

alternativa para produg¢do de alimentos a base de tomate mais seguros.

3.3 COMPOSTOS DE DEFESA E ELICITORES BIOLOGICOS

Sdo muitos os possiveis mecanismos de defesa presentes em plantas, mas em
tomates este potencial tem sido pouco explorado apesar do conhecimento de sua importancia
como fonte de compostos funcionais na dieta (RODRIGUES et al., 2021). O maior enfoque tem
sido em aumentar a produtividade e evitar as doengas que afetam o aspecto do fruto e o torna
menos atrativo para consumo in natura. O uso intensivo de pesticidas para evitar patdogenos
poderia ser mitigado com o maior conhecimento destes mecanismos de defesa especificamente
neste fruto e suas respostas aos tratamentos com elicitores e outros menos agressivos ao meio
ambiente (ABOURAICHA et al., 2015).

Apesar destes conhecimentos as perdas de frutos durante o cultivo, armazenamento
e 0 manuseio pos-colheita decorrentes da infeccao por patdgenos € um dos principais desafios
na cadeia produtiva de frutos com impacto global. Explorar aspectos que envolvem a interagao
fruta-patdgeno € importante para auxiliar no desenvolvimento de métodos alternativos para o
controle de doencas, de forma sustentavel ao ambiente ¢ a satde humana.

Essas defesas sdo complexas e constituem uma série de barreiras estruturais e
bioquimicas, as quais sao denominadas de Resisténcia Constitutiva ou Resisténcia Induzida
(TTAN et al., 2015). A contaminagdo por patdégenos ¢ favorecida quando o vegetal passa por
condicdes de estresse abioticos como sal, seca, excesso ou deficiéncia de nutrientes desencadeia

a Resisténcia Induzida (RAJPUT et al., 2013).
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A Resisténcia Constitutiva ¢ principalmente dependente de barreiras fisicas e
quimicas, como as paredes celulares, cuticulas cerosas e casca cuja integridade ¢ fundamental
para a protegao eficiente, defesa natural que o fruto possui (SHARMA, 2019). Apds a infeccao
no fruto sao ativados uma série de sinais sist€émicos que desencadeiam as respostas de defesa
especificas contra o patdogeno, protegendo assim o resto de seus tecidos, sdo as chamadas
Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR) que sera ativada pelo hormonio acido salicilico (AS) e
a Resistencia Sistémica Induzida (ISR) pelo hormonio 4cido jasmoénico (AJ) (POVEDA, 2020).

A maturidade € outro fator importante para a resisténcia de frutas que deve ser
considerado. Alguns estudos demonstram que dependendo do estddio de maturagdo, alguns
patégenos sdo capazes de superar as defesas das frutas e produzir infecgdes, portanto, a
maturidade do fruto desempenha um papel importante para prevenir o desenvolvimento de
doengas pos-colheita (VILANOVA et al., 2012). Varias espécies de patogenos pos-colheita,
como Colletotrichum, Alternaria, Botrytis € Monilinia, permanecem latentes em seus
hospedeiros até que o fruto amadureca e podem se manifestar ou ndo dependendo de uma série
de variaveis. (TTAN et al., 2015).

Os elicitores biologicos sao moléculas capazes de aumentar a capacidade defensiva
dos vegetais ativando a resposta sistémica. Eles podem ser provenientes de uso de micro-
organismos antagonistas de patogenos, irradiagdo UV, tratamento térmico, fitoh6rmonios,
ozoOnio, agua, entre outros (POVEDA, 2020). A melhora da resisténcia envolve aumento nas
atividades das enzimas relacionadas a defesa, modulag¢do de espécies reativas de oxigénio e
consequentemente o aumento nos compostos de defesa (ABOURAICHA et al., 2015).

Este conhecimento norteou a tendéncia em desenvolver novas estratégias de
protecao, pelo estimulo das reacdes de defesa utilizando produtos naturais e elicitores

bioldgicos (DIXON, 2001).

3.3.1 Compostos bioativos

Os compostos bioativos sdo aqueles que além de sua fun¢do no tecido de origem
sdao benéficos para a saude humana prevenindo diversas doengas. Nesta classe estdo algumas
familias quimicas sintetizadas no metabolismo secundario das plantas que as tornam menos
susceptiveis aos feitos do ambiente, por isso em geral os compostos considerados bioativos sao
parte dos mecanismos de defesa dos tecidos vegetais (PEANPARKDEE; IWAMOTO, 2019).
Estes incluem os compostos fendlicos, carotenoides, além de outros. Algumas familias

quimicas de compostos bioativos fazem parte do metabolismo primario que também tem papel
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marcante nos mecanismos de defesa, sdo eles os acidos graxos essenciais e vitaminas soluveis
(BAZANA; CODEVILLA; DE MENEZES, 2019).

O principal desafio com relagdo a estes compostos € recupera-los de suas matrizes
originais, preserva-los durante o processamento e preparo de alimentos. Outro desafio ¢ o fato
que pelo seu papel protetor eles sdo mais abundantes nas porgdes externas do 6rgio vegetal,
que em geral sdo descartados. Sendo assim aplicar estas porg¢des na industria alimenticia e
farmacéutica, sem que ocorram perdas das propriedades biologicas destas moléculas, ¢ uma
demanda importante para a sustentabilidade das culturas e até da preservagao da saude humana.
Esta recuperagdo ¢ também interessante para conferir valor aqueles frutos fora de padrao de
qualidade, encaminhando-os para processos adequados, ou aproveitamento do residuo da
agroindustria.

Dentre as propriedades destes compostos classificados como bioativos a mais
estudada ¢ a atividade antioxidante que possuem algumas substancias deste grupo que sao
capazes de inibir ou retardar a oxidagdo de outras, mesmo quando presente em baixas
concentragdes em relagdo ao material susceptivel a oxidacdo (BORGUINI; DA SILVA
TORRES, 2009). A inibicdo contra danos oxidativos pode mitigar o estresse promovido por
condi¢des bidticas e abioticas, protegendo o tecido do ataque de patdgenos e evitando a sintese
de micotoxinas pelos fungos contaminantes, que sdo inevitaveis. Silva; Souza e Badiale-
Furlong (2020) observaram que os acidos siringico, p-cumarico, p-hidroxibenzoico e vanilina
estdo correlacionados com o mecanismo antioxidante e capaz de fornecer uma defesa contra
fungos e produgdo de aflatoxinas.

A 1mportancia de prevenir processos oxidativos in vivo e em produtos diversos fez
com que fosse empregado um critério de classificagdo destes compostos que considera a sua
origem em duas categorias: antioxidantes sintéticos e naturais. Tanto numa classe como na
outra, a eficiéncia e aplicabilidade deles como conservadores, leva em consideracdo a
solubilidade, capacidade de regeneracao, relacdo estrutura/atividade e biodisponibilidade, para
a recomendagdo funcional deles (KAUR; KAPOOR, 2001). A busca por compostos naturais
com esta capacidade tem norteado muitos estudos com enfoques distintos, pois estes s2o menos
danosos a saude e ao meio ambiente (ABD EL-FATTAH et al., 2017; LIU et al., 2019;
MARTINEZ-BALLESTA et al., 2018). Além disso, conhecer seu potencial de prote¢io ao
tecido permite inferir sobre a vida util dele para aplicacdo segura na alimentagao.

Entre as fontes de compostos antioxidantes naturais estd o tomate, sendo que o tipo
e a quantidade dessas substancias depende de fatores como cultivar e maturagio da fruta, mas

também inclui condi¢des agrondmicas e ambientais durante o cultivo (VALLVERDU-
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QUERALT et al., 2012). O genoétipo € o fator relevante para determinar quais os compostos
antioxidantes estardo presentes numa determinada variedade (ABUSHITA; DAOOD; BIACS,
2000; GEORGE et al., 2004; LEONARDI et al., 2000).

Os compostos presentes no tomate, aos quais se atribui propriedades antioxidantes,
sd0 os carotenoides, compostos fenolicos, acido ascorbico (vitamina C) e tocoferdis. O licopeno
¢ o principal carotenoide responsavel pela cor vermelha do tomate, juntamente com outros
metabolitos da familia apresenta capacidade de inativar os radicais livres, confere protecao
contra doencas cardiovasculares (KREMER, 2008; RISSANEN; FRANSSILA-KALLUNKI;
RISSANEN, 2001) e contra certos tipos de cancer (GIOVANNUCCI et al., 2002). Nao foram
encontrados relatos sobre o seu papel antimicrobiano. O 4cido ascorbico (vitamina C) contribui
para a reducdo do estresse oxidativo e promove a regenera¢do de mucosas beneficiando a
sintese de coldgeno (BAHORUN et al., 2004). Os compostos fendlicos no tomate podem ser
flavanonas, flavonois e acidos fenolicos conhecidos pelos seus beneficios atribuidos a sua agao
antioxidante, anticarcinogénica, propriedades antimicrobianas, antimutagénicas e anti-
inflamatérias (SLIMESTAD; FOSSEN; VERHEUL, 2008). Poucos estudos neste fruto t€ém
sido conduzidos para avaliar o papel antimicrobiano deles, embora outros estudos tenham
demonstrado este efeito (CHRIST-RIBEIRO et al., 2019; DENARDI-SOUZA et al., 2018a;
SCAGLIONI et al., 2019a).

3.3.2 Compostos fendlicos

Dentre os mecanismos utilizados pelas plantas, dois sdo essenciais para prote¢ao
contra danos causados por fungos, a inibi¢do de enzimas fungicas e a inibi¢do de processos
oxidativos, destacando-se que os compostos fenolicos podem atuar como inibidores nas duas
vias. Eles sdo metabdlitos secundarios de plantas que sdo distribuidos em diferentes familias
quimicas, tais como: flavonoides, isoflavonoides, estilbenos, monolignois e ligananas. Eles
atuam como fitoalexinas induziveis ou fitoanticipinas pré formadoras em muitas espécies de
vegetais. O polimero de fenilpropanoide lignina, ¢ uma barreira fisica induzivel contra a entrada
de patogenos (DIXON, 2001).

Altos niveis de compostos fenolicos no local da invasdo do patdégeno podem
restringir ou retardar o crescimento dele (EL MODAFAR et al., 2012). Abouraicha et al. (2015)
relataram que os niveis de lignina e compostos fendlicos foram bastante melhorados em magas

tratadas as 24 e 48 h apos a elicitacdo com extratos de algas marinhas. Valentines et al. (2005)
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encontraram maiores teores de lignina em macas mais resistentes a infeccao por Penicillium
expansum, o que destaca o papel proeminente da lignina nas respostas de defesa.

A atuagdo dos compostos fendlicos como inibidores da manifestagao fingica em
diversos alimentos bem como a sua capacidade em retardar ou impedir a formagdo de
micotoxinas tem sido bastante estudada (CHRIST-RIBEIRO et al., 2019; HEIDTEMANN-
BEMVENUTI et al., 2016; SCAGLIONI et al., 2018). O potencial antifiungico e inibidor de
toxinas de Fusarium foi demonstrado em extratos fenolicos de sementes de neem e farelo de
arroz, indicados pelo retardamento na producao de nivalenol e 100 % de inibi¢ao de zearalenona
(HEIDTEMANN-BEMVENUTI et al., 2016), extratos de microalgas Nannochloropsis sp. €
Spirulina sp, cujo nivel de inibi¢ao foi de 70 % no periodo de 96 h (SCAGLIONI et al., 2019b).

Portanto, além de atuarem como compostos defesas, os compostos fenolicos
recuperados de matérias primas ou residuos agroindustriais podem ser uma nova opg¢ao para
prevenir a deteriora¢ao de alimentos por contaminagdo fungica, atuando como um substituinte
a conservantes quimicos, por seu potencial antifungico. Christ-Ribeiro et al. (2019)
compararam os efeitos de compostos fendlicos extraidos de Spirulina sp. e de biomassa de
farelo de arroz produzido por Rhizopus oryzae € conservante quimico propionato de calcio, a
fim de investigar a acdo citotdxica, antifingica e antimicotoxigénica destes extratos. Ficou
demonstrado que os compostos fendlicos sdo uma fonte promissora de conservante para uso em
produto alimenticio. Eles ndo sdo citotoxicos e se mostraram antifungicos mais eficientes e
inibidores de micotoxinas do que o propionato de calcio. Estes achados sugerem que seria
interessante explorar conservantes naturais para prevenir a infec¢do de alimentos por fungos e

suas micotoxinas na cadeia alimentar.

3.3.3 Outros compostos de defesa

Além dos compostos fendlicos outros também estao relacionados com o mecanismo
de defesa das plantas contra patdogenos diversos. Destacam-se as classes quimicas das
fitoalexinas, aminoacidos e as enzimas de defesa.

As fitoalexinas podem ser sintetizadas quando ocorre o ataque de patdgenos e se
acumulam no local de infec¢ao, Miiller e Borger (1940) estudando a resisténcia de batatas a
Phytophtora infestans, propuseram pela primeira vez o termo fitoalexina. A primeira fitoalexina
isolada foi a pisatina, obtida a partir de ervilhas inoculada com o fungo Sclerotinea fructicola
(CRUICKSHANK; PERRIN, 1960). Essas substancias englobam varios grupos de compostos

naturais como terpenoides, isoflavonoides, flavonoides, estilbenos, cumarinas, isocumarinas,
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poliacetilenos e polienos, todas as fitoalexinas sdo metabolitos secundarios derivados da via
dos fenilpropanoides (BRAGA; DIETRICH, 1987). Kumar et al. (2015) encontraram um
acimulo de fitoalexinas em cultivares de cana-de-agucar inoculadas com esporos de C.
falcatum, indicando seu provavel papel no mecanismo de defesa. Foram identificados quatro
compostos de fitoalexinas, 3-desoxianocianidina, arabinosil 5-o0- apigeninidina, luteolinidina e
5-metoxi luteolinidina neste estudo.

Para se adaptarem as condigdes de estresse um dos mecanismos que as plantas
utilizam ¢ a sintese de aminoacidos como prolina, glicina, glutamato, L-triptofano, cisteina. A
prolina estd envolvida em processos de ajuste osmotico desativando as espécies reativas de
oxigénio (ROS) (IQBAL; NAZAR, 2015). A metionina por meio da rota S-adenosil-metionina,
regula a sintese de metabdlitos secundarios, poliaminas e etileno, e junto com um grupo amina
ajudam as plantas a resistir ao estresse abiotico (CAPALDI et al., 2015). A arginina ¢ o
aminoacido precursor de poliaminas e oxido nitrico, portanto, também possui papel importante
na regulacdo dos processos de desenvolvimento, bem como respostas ao estresse bidtico e
abidtico (WINTER et al., 2015). O L-triptofano pode atuar como um osmolito ou regulador de
transporte de ions, modulando a abertura osmotica e diminuindo efeitos nocivos dos metais
pesados (HILDEBRANDT et al., 2015). Chang et al. (2010) relataram que a aplicagdo exdgena
de glutamato desempenhou um papel regulador na germina¢ao de sementes de pepino sobre
estresse salino. No controle de doengas fingicas, Kadotani et al. (2016) demonstraram que a
aplicacdo de glutamato induz a resisténcia a folhas de arroz pela via do 4acido salicilico. Jin et
al. (2019) investigaram o papel de glutamato exdgeno na inibi¢do da podriddo causada por
Penicillium expansum em péras, os resultados mostraram que a faixa de concentracao entre 1,0
a 10 mM sao suficientes para suprir a deterioracdo provocada pelo Penicillium expansum. Nao
foram encontrados estudos com esta caracteristica em tomates.

As enzimas catalase (CAT), peroxidase (PO), superdxido dimutase (SOD),
glutationa redutase (GLU) e polifenoloxidase (PPO) sdo protetoras antioxidantes que estdao
associadas a resisténcia de plantas (ZHENG et al., 2017). Quando as plantas sofrem algum
estresse bidtico ou abiotico sdo produzidas espécies reativas de oxigénios (ROS), regulando o
sistema ¢ acarretando no aumento da atividade de enzimas antioxidantes (PAN et al., 2020).

A PO ¢ a enzima chave na fase final da biossintese de lignina, catalisando a
polimerizacao de lignois monoméricos em lignina, para consolidar a estrutura celular (ZHANG
et al., 2011). PPO oxida fendis em quininas fungitéxicas que podem inibir diretamente o
crescimento de patdgenos (GE et al., 2017). GLU executa seu papel antifungico hidrolisando

B-1,3-glucanos, que sdo os constituintes da parede celular do fungo (WANG et al., 2011). A
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fenilalanina-amodnia-liase (PAL) ¢ uma enzima também muito importante no mecanismo de
resisténcia, pois estd envolvida em varias vias metabdlicas, incluindo a fenilpropanoide, da qual
sdo sintetizados 0s compostos fendlicos, fitoalexinas e lignina (ABOURAICHA et al., 2015).

Diversos estudos estdo direcionados no uso de elicitores como um meio de
proporcionar a ativagdo destas enzimas (ABOURAICHA et al., 2015; PAN et al., 2020;
SHADLE et al., 2003; ZHENG et al., 2017). Em uma pesquisa desenvolvida por Esmaeily:
Bandani (2015) foi observado um aumento nas atividades de PO e PPO em meldes em resposta
a infecc¢do por Fusarium oxysporum sem o uso de elicitores. Também no caso deste mecanismo
de defesa, os estudos tendo tomates como foco ainda sdo escassos.

A produgdo de tomate ¢ considerada de alto risco devido a suscetibilidade ao
estresse fisiologico e ao ataque de pragas e doencas, acarretando a um alto investimento de
recursos financeiros para controle da cadeia produtiva. A modificagdo genética ¢ considerada a
alternativa mais promissora para cultivo de tomates mais resistentes e adaptaveis ao frio, falta
de 4gua, salinidade, temperatura extrema. Krishna et al. (2021) desenvolveram um tomate duplo
transgénico proveniente do cruzamento de dois tomates transgénicos individuais expressando
nAtDREBI1A e BcZAT12 para ver o efeito sinérgico de ambos os genes e analisar a tolerancia
a seca sob condigdo de déficit hidrico, seus resultados confirmam que a superexpressao
combinada de AtDREB1A e BcZATI12 melhorou a produgdo de frutos ¢ o desempenho da
planta sob a seca. As respostas ao ataque de patdgenos ndo foi avaliada diretamente no estudo.

O controle de patogenos nas culturas de tomate tem sido realizado pela aplicagdo
de uma série de fungicidas sintéticos, no entanto, seus residuos nos tecidos podem resultar em
danos para a saide humana, polui¢do ambiental e resisténcia a biotipos dos patdgenos (SUN et
al., 2019). Alternativas mais seguras estdo sendo desenvolvidas para diminuir o impacto da
contaminagdo por fungos no tomateiro, uma destas € a criagdo de novas moléculas de pesticidas
derivados de acido tetramico poli-substituidos orientados por aminoéacidos. A Tabela 2 resume
os estudos que vem salientando a importancia dos compostos de defesa e dos elicitores na
resisténcia de diferentes produtos de origem vegetal.

Com relacdo ao tomate, Cui et al. (2016) observaram um aumento na concentracao
de taninos apos a infec¢do por virus do género Begomvirus (conhecido como o virus da folha
amarela do tomate). A a-tomatina, principal fitoalexina do tomate, demonstrou capacidade
antifingica in vitro e sua resisténcia contra patdégenos em tomates (SANDROCK;
VANETTEN, 1998). Um estudo conduzido por Ito et al. (2007) relatou a morte celular de
Fusarium oxysporium, um fungo bastante presente em culturas de tomate, induzida por o-

tomatina.
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Tabela 2 - Compostos de defesa e dos elicitores associados a resisténcia a contaminagao

fungica em diferentes alimentos

Compostos Alimento Resisténcia Referéncia
de defesa
Compostos  Sementes neem F. graminearum e HEIDETTMAN et al. (2015)
fendlicos tricotecenos
Microalgas F. graminearum e SCAGLIONI et al. (2019)
tricotecenos
Amendoim A. flavus WANG et al. (2012)
Soja a-amilase de Aspergillus SILVA et al. (2019)
Feijao a-amilase de Aspergillus TELLES et al. (2017)
Microalgas F. graminearum SCAGLIONI et al. (2018)
Farelo de arroz P. verrucosum CHRIST-RIBEIRO et al. (2019)
Fitoalexinas Cana-de-acucar C. falcatum KUMAR et al. (2015)
Graos Fusarium spp. OIKWA et al. (2004)
Trigo F. verticillioides KETTLE et al. (2015)
Aminodacidos Arroz Salinidade KADOTANI et al. (2016)
de defesa
Pepino Salinidade CHANG et al. (2010)
Péra P. expansum JIN et al. (2019)
Enzimas de Kiwi B. dothidea PAN et al. (2020)
defesa
Algas P. expansum e B. cinerea  ABOURAICHA et al. (2015)
Milho S. graminicola DEVAIAH et al. (2009)

Alfosea-Simon et al. (2020) avaliaram a aplica¢do de uma mistura de aminoécidos,
0s quais continham arginina, metionina, glutamina, prolina e triptofano, em tomateiros
cultivados com agua salina e os resultados mostraram que a salinidade diminui o rendimento
das plantas, mas aquelas em que foi aplicado a mistura foliar reverteram o efeito negativo da
salinidade. Zheng et al. (2011) relataram que o tratamento com arginina induzia a resisténcia a
Botrytis cinérea em tomates com a ativacao das enzimas de defesas (PAL, PPO e GLU). A
atividade da PAL foi significativamente maior em raizes de tomateiro com a aplicacao de Silicio
(Si) como um elicitor contra a mancha bacteriana causada por Pseusomonas syringae
(ANDRADE etal., 2013). Apesar de se conhecer os mecanismos de defesa possiveis nas plantas
e o papel dos elicitores, estes sao pouco explorados em tomates demonstrando a necessidade de

se obter mais estudos.
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ARTIGO I - RELACAO ENTRE NUTRIENTES E COMPOSTOS BIOATIVOS
DE VARIEDADES COMERCIAIS DE TOMATE POR ANALISE DE
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RELACAO ENTRE NUTRIENTES E COMPOSTOS BIOATIVOS DE VARIEDADES
COMERCIAIS DE TOMATE POR ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS

RESUMO

Este estudo teve como objetivo relacionar nutrientes, compostos bioativos e atividade
antioxidante de variedades comerciais de tomate cultivadas em condi¢gdes de campo, a fim de
identificar o seu real potencial antioxidante pela Analise de Componentes Principais (PCA).
Quatro variedades comerciais de tomate (Caqui, Cereja, Italiano e Longa Vida), foram
homogeneizadas pelo estadio de maturacdo (cor, relagdo actcar / acidez e pH) e avaliadas
quanto aos nutrientes (agucares, pectina e minerais) € compostos funcionais (carotenoides,
perfil de compostos fenolicos e acido ascorbico). Os tomates Cereja destacaram-se pelos teores
de pectina e licopeno e pela relagao agtcar / acidez. Amostras de tomate foram boas fontes de
Cu e Ca. A PCA mostrou que o potencial antioxidante dos compostos fenélicos esta relacionado
as concentragdes de acido protocatecoico e quercetina. As variedades Cereja e Italiano se
destacaram pelo contetido de carotenoides. Em condigdes de campo, os tomates Cereja e
Italiano foram as melhores fontes de compostos funcionais nas variedades de maior impacto
comercial e de uso na dieta humana.

Palavras-chave: Acido ascorbico. Acido protocatecoico. Carotenoides. Compostos fendlicos.

Macrocomponentes.

1 INTRODUCAO

Os mecanismos antioxidantes das frutas sdo constituidos por enzimas e grupos
quimicos capazes de prevenir, inativar e evitar a propagacao de radicais livres, que também
determinam seu efeito positivo na dieta humana (BORGUINI; SILVA TORRES, 2009;
ULEWICZ-MAGULSKA; WESOLOWSKI, 2019). Tomates (Solanum lycopersicum) sao
frutos conhecidos como uma boa fonte de compostos bioativos, cujos efeitos estao relacionados
a atividade antioxidante de carotenoides (licopeno e -caroteno), compostos fendlicos (acidos
fenolicos e flavonoides) e acido ascorbico (CORELL et al., 2018). A alguns destes compostos
atribui-se propriedades anticarcindgenas, antimicrobianas, antimutagénicas e anti-inflamatorias
(GARCIA-HERNANDEZ et al., 2018; NAVARRO-GONZALEZ; GARCIA-ALONSO;
PERIAGO, 2018).

A cadeia produtiva de tomates construiu-se com variedades de tomate que crescem
bem a temperaturas moderadas que variam de 18 a 25 °C, baixa umidade relativa do ar e baixa

precipitacdo de chuva por 5 a 6 meses consecutivos (VALLVERDU-QUERALT et al., 2012).
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As variedades de tomate, assim como outras espécies de culturas, foram geneticamente
modificadas para melhorar a produtividade, funcionalidade e resisténcia a danos endogenos e
exdgenos, para serem consumidos in natura e/ou em produtos atomatados (ASENSIO et al.,
2019). Consequentemente, as variedades de frutas diferem em relagdo aos seus perfis de
metabolitos secundarios, que sdo responsaveis pelo mecanismo de defesa e diferenciagdo de
estadio biologico. Estes sdo fatores importantes a serem levados em conta na avaliagdo do papel
que esses frutos desempenham na saide humana (GARCIA-HERNANDEZ et al., 2018;
HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005).

Estudos de efeitos de melhoramento genético nas propriedades nutricionais e
funcionais do tomate t€ém sido conduzidos em experimentos controlados em estufas de cultivo,
(CORELL et al., 2018; FATTORE et al., 2016; LI et al., 2017a) no entanto, as caracteristicas
genéticas sdo afetadas pelo manejo nos ambientes naturais das culturas. Isto porque nas regides
de produgio as condig¢des climaticas nem sempre sdo previsiveis ou controlaveis, necessitando
que seus efeitos sobre nutrientes ¢ compostos funcionais no tomate sejam avaliados em
condi¢des de campo para destacar seus beneficios e evitar danos a saude humana.

O potencial de variedades de tomate cultivadas em condigdes de campo e
disponiveis em mercados para promover beneficios a satde pode ser estimado pelo perfil de
suas familias quimicas bioativas e de valor nutricional (BORGUINI; SILVA TORRES, 2009;
CHOI et al., 2014; CORELL et al., 2018).

Avaliar seu potencial antioxidante por diferentes procedimentos e relacionar todos
os fatores por técnicas estatisticas multivariadas, como a Analise de Componentes Principais
(PCA), permite identificar de forma mais objetiva a principal familia quimica responsavel pelo
potencial antioxidante. Em vista disto a técnica de PCA tem sido uma boa ferramenta para
comparar matrizes alimentares, procedimentos analiticos e potencial bioativo (GRANATO;
NUNES; BARBA, 2017). Ela consiste em representar relagdes entre amostras e varidveis
graficamente resultando em novas variaveis que sao os principais componentes para explicar a
variabilidade e a correlagdo entre os dados. Por isso, ¢ uma boa ferramenta para conhecer
melhor a eficiéncia especifica das variedades de tomate para prevenir doengas causadas por
danos oxidativos. (HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005; NAVARRO-GONZALEZ; GARCIA-
ALONSO; PERIAGO, 2018).

Este estudo teve como objetivo relacionar nutrientes, compostos bioativos e
atividade antioxidante de variedades comerciais de tomate cultivadas em condigdes de campo,
a fim de identificar o seu real potencial antioxidante pela Analise de Componentes Principais

(PCA).
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAS DE TOMATE E SUAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

As variedades de tomate Caqui, Cereja, Italiano e Longa Vida foram coletados
aleatoriamente em periodos distintos, ao longo do ano de 2018, no comércio da regido sul do
Brasil. Foram selecionados estabelecimentos de redes comerciais com alta rotatividade de
produtos para garantir a variabilidade dos frutos. Nos seis periodos de coleta os frutos foram
selecionados aleatoriamente nos locais de exposi¢cdo, buscando uniformidade visual de
tamanho, cor e textura até¢ perfazerem em torno de 1 kg. Umidade, pectina, cor, acidez e
acgucares soluveis foram determinados em frutas in natura. A uniformidade do estadio de
maturacao das amostras analiticas de todas as variedades para determinar compostos funcionais
foi estabelecida pela cor, pH e razdo agtcar/acido. As frutas na fase de maturagdo foram
cominutadas, liofilizadas em liofilizador (Liotop, Modelo L101) e armazenadas a —4 °C até a
realizacdo dos experimentos. Os frutos foram liofilizados para estabilizar e concentrar
componentes visando atender a sensibilidade das técnicas analiticas.

A andlise de cor foi realizada em colorimetro Minolta® CR400 e determinada
seguindo o sistema de cores no espaco a* b* ou CIE-L*a*b** definido pela Comissdo
Internacional de Iluminagdo (ICI) (CIE, 1986). O pH foi medido por um potenciometro (Hanna
Instruments, Roménia) com um eletrodo de vidro. A acidez titulavel foi determinada pelo
volume e expressa como gramas de acido oxalico/ 100 g amostra (AOAC, 2000). Fragdes
soliveis e insoluveis de pectina foram determinadas pelo método gravimétrico descrito por
McCready e McComb (1952).

A determinacdo do teor de umidade, cinzas e proteinas seguiu procedimentos
descritos pela AOAC (2000). Os perfis de calcio, ferro, cobre e manganés foram determinados
pela espectrometria de absor¢ao atdbmica (WATANABE et al., 2015). Para realiza-lo, 300 mg
de tomate liofilizado foram digeridos em um bloco digestor a 130 °C por 3 h com 3 mL de
acido nitrico e 1 mL de peroxido de hidrogénio. O volume foi aferido até¢ 25 mL antes da leitura
de absor¢dao em um espectrometro de absor¢ao atomica (Perkin Elmer, Analista Modelo A 800).
Os padrdes de Ca, Fe, e Mn foram obtidas da Sigma Aldrich e utilizadas para estabelecer o
modelo de curva padrao em seus respectivos comprimentos de onda: 422, 248, 324 e 279 nm.

Os aglcares soluveis foram determinados em 200 mg de tomate liofilizado
homogeneizados com 5 mL de dgua destilada sob vortice e sonicado por 5 min. A mistura foi
centrifugada a 3660 x g por 7 min, filtrada por um filtro Millipore de 0,45 pum (Agilent
Technologies) (COYAGO-CRUZ et al., 2017) e analisada em HPLC (Shimadzu, Toquio,
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Japao, RID-10A) acoplado com detector de indice de refragdo e coluna Aminex HPX87H (300
mm % 7,8 mm, 9 m). O sistema operava a uma taxa de fluxo de 0, 6 mL min ' a 65 °C usando
acido sulftrico de 5 mM como fase moével. A identificacdo dos agucares nas amostras foi

realizada pela comparagdo dos tempos de retencdo com padrdes de referéncia (Sigma Aldrich):

glicose, frutose, sacarose e arabinose (JOHNSTON; MCALOON, 2014).

2.2 COMPOSTOS BIOTIVOS

A extragdo do acido ascorbico foi realizada de acordo com Odriozola-Serrano,
Hernéndez-Jover e Martin-Belloso (2007), com modificagdes. Foram pesadas 100 mg de
tomate liofilizado e homogeneizado em 5 mL de 4cido metafosforico 4,5 %. A mistura foi
centrifugada a 3220 x g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi filtrado por um filtro Millipore
0.45 um e injetado em um aparelho HPLC-RID acoplado com coluna Aminex HPX87H (300
mm % 7,8 mm, 9 m) em fluxo de 0, 6 mL min'a 65 °C usando 4cido sulfrico de SmM como
fase movel. A identificagdo do acido ascorbico nas amostras foi realizada por comparagdao com
padrdes de referéncia (Sigma Aldrich).

Os compostos fendlicos foram extraidos e identificados pelo método proposto por
Scaglioni et al. (2014), com adaptagdes. Quinhentos mg de amostra liofilizada foram
homogeneizados com 20 mL de etanol 80 % em um agitador horizontal por 10 min. O extrato
foi filtrado em papel filtro Whatman n°® 4 e o volume foi aferido para 25 mL de etanol 80 %. O
teor de fenodis soliiveis em etanol foi determinado pelo reagente Folin-Ciocalteau por um
espectofotdmetro a 750 nm; a concentragao foi estimada por uma curva padrdo de acido galico
(0 a 25 pg mL™"). O perfil de 4acido fenélico foi determinado em HPLC-DAD (Shimadzu,
Toquio, Japao, CLASS-M10A) acoplado a uma coluna Cis (4,6 x 250 mm, 5 mm; Discovery,
EUA). O fluxo de elui¢io foi de 0,7 mL min! a 35 °C com o uso de metanol e 4gua acidificada
(acido acético de 1 %) como fase movel na razao de 20 : 80 (v/v) para 25 min; a absorcdo foi
determinada em 280 e 320 nm (SCAGLIONI et al., 2014). Os &cidos fendlicos foram
identificados pela comparacao com o tempo de reten¢do dos padrdes de referéncia obtidos da
Sigma Aldrich: 4cido cafeico, clorogénico, p-cumarico, feralico, gélico, p-hidroxibenzoico,
protocatecoico, siringico e 4cido vanilico. A quantificagdo dos acidos fenolicos foi realizada
por curvas analiticas individuais para cada padrao.

A determinacdo dos flavonoides foi realizada pelo método proposto por Santos-
Buelga, Carvalho, Ferreira, Duefias e Barros (2012),com adaptagdes. A mistura foi analisada

por HPLC (Shimadzu, Toéquio, Japdo, CLASS-M10A) acoplado com detector DAD e uma
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coluna Cis 100 Kromasil Spum (4,6 x 150 mm), operada a uma vazio 0,8 mL min ! a 35 °C,
fase moével constituida de 4dgua acidificada (A) (4cido formico 0,1%) e acetonitrila (B) em
gradiente. A corrida cromatografica foi de 30 min e os sinais de absor¢do foram determinados
em 320 e 370 nm. A identifica¢do e quantificacao foram realizadas por comparagdo do tempo
de reten¢do e das curvas analiticas de catequina, quercetina e rutina (Sigma Aldrich).

Os carotenoides foram extraidos de acordo com Rodriguez-Amaya; Kimura (2004).
Foram tomados 0,1 g tomate liofilizado e homogeneizados com 5 mL éter de petroleo. A
mistura foi agitada em um banho ultrassonico por 5 minutos e, em seguida, vortice por 1 min.
O sobrenadante foi coletado e o volume foi aferido at¢ 10 mL com éter de petrdleo. A
determinag@o do total de carotenoides foi realizada em 450 e 470 nm com [-caroteno como
curva padrdo de referéncia. O éter de petroleo foi evaporado e o residuo foi ressuspendido em
fase movel para a avaliagdo cromatografica. Os carotenoides individuais foram analisados por
HPLC (Shimadzu, Téquio, Japao, CLASS-M10A) acoplado a detector DAD, de acordo com o
método proposto por Cipolatti et al. (2015). A identificagdo dos compostos foi realizada
comparando os tempos de retengdo com padroes e os espectros de absor¢ao do comprimento de
onda e a pureza da separagao de cada carotenoide, quantificados pela absortividade molar: 3450

e 2592, respectivamente.

2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante dos extratos fenolicos e carotenoides foi determinada em
solugdes de etanol, cujas diluigdes foram adaptadas a sensibilidade de cada método, para inferir
a inibi¢do em 50% do processo oxidativo por compostos antioxidantes em amostras.

Determinacao do radical DPPH e« foi realizada por um espectrometro UV-vis (Kasuaki,
IL226, Sao Paulo, SP) a 515 nm, com 0,5 mL de metanol, 3 mL solugdo metandlica de DPPH
(5,2 x 10° mol L™), 0,5 mL de extrato de compostos fendlicos (0,6, 1,2 e 1,8 pg mL™!) e
carotenoides (250, 500 e 750 ug mL ). A mistura de reagdo foi mantida a temperatura ambiente
no escuro ¢ a mudanca da absor¢@o do cromoforo roxo para o amarelo foi medida ap6s 30 min.
A capacidade de eliminar radicais livres foi expressa como inibi¢do percentual, considerando a
absorbancia do controle (sem qualquer extrato) (SCHMIDT et al., 2014).

O radical ABTS foi gerado pela oxidacdo de ABTS 7 mM com persulfato de
potassio 2,45 mM; a mistura foi mantida no escuro por 16 h em temperatura ambiente. As
solucdes com o radical foram diluidas em etanol para concentracdes que resultaram em

absorbéncia variando de 0,2 a 0,7 a 734 nm. Extratos de compostos fenolicos (0,7, 1,4 e 2 pg
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mL ) e carotenoides (285,6 e 857 pg mL ') e 3mL ABTS diluidos foram adicionados ao meio
de reagdo. A absorbancia foi medida em 734 nm ap6s uma reacao de 30 min (SCHMIDT et al.,
2014).

O radical hidroxila foi gerado pela oxidacao de peroxido de hidrogénio em presenga
de Fe** (ROSSI et al., 2013). Assim, 0,5 mL de sulfato de ferro 9 mM foi adicionado a 0,5 mL
peréxido de hidrogénio 9mM, 0,5 mL de extrato fendlico (0,04, 0,1 e 0,2 pg mL™!), extrato
carotenoide (125, 250 e 375 pg mL™!) e 6,5 mL de 4gua destilada. A agitacdo foi realizada
manualmente por 10 s e a mistura permaneceu a 25 °C por 10 min, seguida pela adig¢ao de 0,5
mL &cido salicilico 9 mM e reacdo a 25 °C por 30 min. A absor¢do da solugao foi determinada

por um espectrofotometro a 510 nm.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise de varidncia (ANOVA) foi aplicada para comparar os resultados da
composi¢do, seguida pelo teste de Tukey com 95 % de confianga, pelo programa Statistica 7.0.
A analise multivariada foi realizada pelo programa de software PAST, para aplicar o PCA ao
conjunto de dados (compostos fendlicos, carotenoides e atividade antioxidante nas diferentes

variedades de tomate).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 PROPRIEDADES FiSICAS E QUIMICAS DOS TOMATES

Amostras de variedades comerciais de tomate utilizadas por este estudo foram
produzidas por sementes hibridas que foram desenvolvidas para melhorar propriedades
tecnoldgicas e caracteristicas agronoOmicas, em comparacao com seus analogos convencionais.
Incluem resisténcia a fungos e insetos, prolongamento da vida pos-colheita e caracteristicas
adequadas para fins de processamento.

Caracteristicas organolépticas, como cor, sabor € aroma, sdo alcangadas por uma
combinacdo que permite que os frutos sejam considerados maduros e compostos quimicos
relacionados a essas propriedades s@o provenientes de diferentes vias metabolicas (GUILLON
et al., 2017). A cor e a relacdo agucar/acido estdo associadas aos tomates maduros, portanto,
sua determinacao pode fornecer sinais objetivos de seu grau de maturacdo (ANDRIEU et al.,

2014; FIGAS et al., 2015). Neste estudo, as amostras de tomate Cereja apresentaram maior
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relacdo de agucar/acido do que outras amostras, sugerindo que esta variedade atinge o indice
de maturidade mais rapido do que outras variedades.

Na avaliagdao de cor o Croma a* representa mudanca de verde (-) para vermelho
(+), enquanto croma b* esta relacionado com amarelo. As amostras de tomate apresentaram
alta intensidade amarela. A Tabela 1 mostra os indicadores de maturidade adotados para
classificar os frutos em uma etapa de maturidade uniforme em cada variedade, além de suas
propriedades quimicas. O maior teor total de pectina (47,3 %) foi encontrado em amostras de
tomate Cereja, seguida pela variedade Longa Vida (37,4 %). Amostras de tomate Cereja podem
ter maior teor de pectina devido a sua organizagdo morfologica e estrutural, que foi determinada

geneticamente. Portanto, a variedade Cereja € a melhor fonte de fibra solivel, uma propriedade

funcional.

Tabela 1 - Composi¢do quimica e indice de maturagdo das amostras de tomate

Composicio Caqui Cereja Italiano Longa Vida
Umidade (%) 94.2*+ 0,4 94,6+ 0,4 94,2*+ 0,1 94,9+ 0,1
Cinzas* (%) 10,0+ 0,1 6,19+0,2 9,2°+0,2 8,7°+ 0,3
Proteina* (%) 13,6+ 1,0 11,72+ 1,4 12.0%+ 1,0 10,72+ 2,0
Pectina Soluavel* (%) 0,1°+ 0,4 0,32+ 0,5 0,1°+ 1,0 0,2°+1,0
Pectina Insolavel* (%) 20,44+ 4,0 47,0°+2,0 29,3+ 0,6 37,28+ 0,6
Acidez* (mg g™!) 0,8°+ 0,01 0,5°+ 0,04 1,0+ 0,02 0,9+ 0,05
pH 4,39°£ 0,01 4,71*+£ 0,01 4,73*+ 0,01 4,54°+ 0,01
Glicose (mg g) 151,2°+2,1 150,0°+ 6,0 195,0°+ 4,0 170,0°+ 5,7
Frutose (mg g™!) 213,7°+3,0 200,0°+ 1,4 247,52+ 9,5 230,0*+ 8,0
AR/acidez 456,1°+3,0 700,0*+ 3,0 442,5°+ 3,0 444.4°+£ 3,0
Fe* (ug g™ 20,54+ 0,1 22,3+£0,2 29,82+ 0,1 25,8°+ 0,1
Mn* (ug g™ 22,7°+0,1 16,5°+ 0,4 23,4*+0,2 16,6°+ 0,1
Cu* (ug g™ 27,6°+£0,3 16,5°+£ 0,1 58,1*£0,1 16,5°£ 0,5
Ca* (ug g™ 329,52+ 0,2 243,1°+ 0,1 267,0°+£0,2 152,84+ 0,1
Croma a* 17,22+ 0,6 11,0°+ 0,5 17,00+ 1,0 12,5°+0,7
Croma b* 72,3+ 1,2 35,0°£ 0,8 63,5°+ 1,0 66,1°+ 0,5

*Valores expressos em base seca. AR = agticar redutor. Resultados expressos em média e desvio padrio.
Letras diferentes subscritas na mesma linha indicam diferengas entre as variedades de tomate (p<0,05).

O pH mais alto foi encontrado em amostras de tomate Cereja e Italiano. Sendo os

valores de pH da variedade Cereja comparaveis aos mencionados por Misra et al. (2014) e
Rodriguez-Lafuente; Nerin; Battle (2010), em diferentes paises. O fato sugere que o pH alto ¢
uma caracteristica varietal e favoravel a eficiéncia de mecanismos de defesa contra ataques de
patogenos.

Foram determinados teores de frutose, glicose, sacarose e arabinose. No entanto,

apenas frutose e glicose puderam ser quantificadas, pois os outros aglicares estavam abaixo dos
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limites de deteccao do método utilizado. Frutose e glicose sdo os principais agucares relatados
por outros estudos, assim como a sacarose, que ¢ encontrada em quantidades menores (GOMEZ
et al., 2009). A sacarose nem sempre ¢ detectavel devido a atividade de invertase acida ser
aumentada durante a maturagdo (ANDRIEU et al., 2014; FIGAS et al., 2015). Além disso, a
sacarose ¢ a principal forma de translocacdo de agucar em tomates (CORELL et al., 2018), o
que também pode justificar por que a glicose e a frutose foram encontradas em quantidades
aproximadamente iguais nos tomates, enquanto a concentracdo de sacarose era muito baixa.
Corell et al. (2018) relataram que tomates em estadio de amadurecimento apresentaram 80 mg
g ! frutose e 280 mg g ! glicose, enquanto amostras que ndo foram consideradas maduras
mostraram 100 mg g~ frutose e 400 m. g ! glicose. Os valores desse aglicar nas amostras foram
mais elevados e ndo permitiram a classificagdo em plenamente madura e ndo madura. Alguns
pesquisadores justificaram ainda, que o teor de frutose e glicose em frutas maduras pode resultar
da baixa incidéncia de luz durante o crescimento no campo, uma vez que a luminosidade afeta
a fotossintese, que determina o armazenamento de acucar.

A qualidade dos alimentos também esta relacionada ao seu conteudo e tipo de
minerais que contribuem para o sabor, aparéncia, textura e estabilidade, bem como seu valor
nutricional (FERNANDES et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2020) . No entanto, o contetdo
de minerais nos frutos reflete os fatores ambientais do ambiente de cultivo (HERNANDEZ
SUAREZ; RODRIGUEZ RODRIGUEZ; DIAZ ROMERO, 2007; WATANABE et al., 2015).
Os conteudos de Fe, Mn, Cu e Ca foram avaliados neste estudo, uma vez que possuem
importincia agrondmica em relagdo ao metabolismo vegetal (Tabela 1) e podem também
contribuir para a saide humana (BAUER; ELBAUM; WEISS, 2011) . Houveram diferencas
significativas no conteudo mineral entre as variedades de tomate, mas todas elas demonstraram
ser fontes promissoras de Ca. Os conteudos de Fe, Mn e Cu foram mais elevados na variedade
Italiano, enquanto o teor de Ca foi maior em amostras da variedade Caqui. Em relagdo a
composi¢ao de carboidratos, os teores de pectina e frutose foram elevados nas variedades Cereja
e Italiano, respectivamente. Nesse contexto, todas as variedades podem contribuir para a saude
humana com o aporte de componentes quimicos com efeitos especificos. Destacando-se o teor

de pectina e frutose que podem contribuir para o controle do indice glicémico.

3.2 PROPRIEDADES FUNCIONAIS DAS AMOSTRAS

Os tomates e seus produtos sdo recomendados por causa de sua atividade

antioxidante, que geralmente ¢ atribuida a carotenoides, principalmente licopeno, compostos
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fendlicos e acido ascorbico (CHOI et al., 2014). O primeiro passo para inferir sobre a
funcionalidade em cada variedade de tomate comercializada foi determinar o nivel de acido
ascorbico e perfis de carotenoides e compostos fendlicos (Tabela 2). O &acido ascorbico
desempenha um papel importante em diversos processos bioquimicos, como fotossintese,
regulagio do crescimento e senescéncia. E um cofator para enzimas e afeta a expressao de genes
envolvidos em caminhos de defesa ¢ sinalizacdo hormonal (ASENSIO et al., 2019; HUANG;
BOXIN; PRIOR, 2005). Quantidades distintas de acido ascorbico foram encontradas nas
variedades de tomate, a variedade Caqui foi a que apresentou maior contetido. Asensio et al.
(2019) encontraram valores mais baixos de acido ascorbico do que os encontrados neste estudo
(de 0,025 a 0,1 mg g ') e justificaram-no afirmando que os tomates foram cultivados em uma
estufa.

Os tomates sdo considerados os principais fornecedores de licopeno na dieta
humana. Além disso o B-caroteno ¢ um pigmento encontrado em tecidos fotossintéticos, no
entanto, sua concentragdo diminui em alto grau de amadurecimento, que normalmente ¢
acompanhado pelo acimulo de licopeno. Embora as amostras expressaram intensidade de cor
amarela, atribuidas pelo Croma b*, B-caroteno nao foi o carotenoide predominante. O tomate
da variedade Cereja apresentou conteudo de B-caroteno 70 % menor que as variedades Caqui e
Longa Vida.

O licopeno foi encontrado em maiores concentragdes (Tabela 2), principalmente
em amostras da variedade Cereja. Este comportamento ¢ consistente com parametros de cor
vermelho. Fattore et al. (2016) encontraram 78,6 mg g licopeno, o que é comparavel aos niveis
que também foram relatados por outros autores (LEONARDI et al., 2000; RAFFO et al., 2002);
todos foram superiores aos encontrados neste estudo. O estadio de amadurecimento e
crescimento podem influenciar o contetido carotenoide (CORELL et al., 2018). Um estudo que
avaliou o teor de licopeno em tomates cultivados em estufas constatou que as amostras de
tomates cultivados no campo tinham menor teor de licopeno, isto mostra que a sintese de
licopeno € inibida pela exposi¢do a intensa radiacdo solar (ASENSIO et al., 2019). O baixo teor
de licopeno, comparado a estes autores, encontrado neste este estudo pode resultar do fato de

que os tomates foram cultivados em condi¢des de campo.
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Tabela 2 — Acido ascorbico, carotenoides e compostos fenolicos em amostras de

tomate
Variedades de Acido p-caroteno Licopeno Compostos
Tomate ascorbico (mg g (mg g fenolicos
(mg g™ (mg g
Caqui 42°+0,4 0,17°+2,0 10,5°+ 0,5 42,52+ 1,7
Cereja 2,7°+0,1 0,04°+ 1,1 34.1*+ 1,0 35,1"+0,9
Italiano 3,3+ 0,2 0,55+ 0,9 10,2°+ 0,7 34,4+ 0,1
Longa Vida 3,3°+0,1 0,16°+1,3 15,00+ 1,0 31,6+ 2,0

Resultados expressos em média e desvio padrdo. As letras diferentes subscritas na mesma coluna indicam
diferencas entre as amostras de tomate (p<0,05).

Metabdlitos secundarios, como os compostos fendlicos, sdo produzidos como
agentes de defesa da fruta, sendo assim sua produgdo ¢ principalmente uma caracteristica
genética e reflete as respostas da planta ao estresse. Consequentemente, cada variedade mostrou
sua propria distribuigdo caracteristica de perfis fenolicos (Tabela 3). Todas as amostras
mostraram a ocorréncia de acidos fendlicos semelhantes, mas suas proporc¢des foram diferentes.
Os niveis de acido feralico, galico e vanilico estavam abaixo dos limites de detecgo. Acido p-
cumarico foi detectado apenas na variedade Italiano (9,0 ug g '), enquanto o 4acido siringico s6
foi encontrado em amostras da variedade Cereja (141,5 ug g ). Os 4cidos clorogénico e cafeico
predominaram na variedade Cereja.

Em duas variedades de tomate Cereja (Summerbrix e Lazarino), Coyago-Cruz et
al. (2017) encontraram acidos hidroxibenzodico, cumarico, cafeico, clorogénico e galico, além
do flavonoide quercetina. Observaram diferencas significativas no conteido desses compostos
em relacdo ao estddio de amadurecimento. O contetido de 4acidos cumarico, cafeico e
clorogénico diminuiu 48 %, 52 % e 20 %, respectivamente, em amostras de tomate que nao
estavam totalmente maduras. O alto teor de composto fendlico também estava relacionado com
a radiag@o que atingiu as frutas. Este estudo ndo pode chegar a nenhuma conclusio sobre essa
questao porque as amostras foram coletadas como consumidores, nos mercados, visando avaliar
o aporte destes compostos em material comercializado.

Em relagdo aos flavonoides (Tabela 3), a fruta caracterizada por uma alta proporc¢ao
de casca/polpa, como o tomate Cereja, contém alto teor de compostos fenolicos; catequina
(548,8 ng g') foi a predominante, em comparacio com os demais. Quercetina é
consistentemente relatado como o flavonoide mais abundante no tomate (FATTORE et al.,
2016). O maior nivel de quercetina foi encontrado no tomate Cereja (96,8 ug g '). O maior teor
de rutina foi encontrado em tomates da variedade Longa Vida (60,6 pg g '), enquanto o menor

foi em tomates da variedade Cereja (19,2 ug g ).
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Tabela 3 - Perfil de compostos fendlicos de amostras de tomate

Acidos fenélicos Caqui Cereja Italiano Longa Vida
(ng.g") (rg.g™h (ng.g™h (ng.g"
Cafeico 32,0 104,7 9,6 -
Clorogénico 49,5 575,1 21,3 -
p-cumarico - - 9,0 -
p-hidroxibenzoico - 5,4 8,9 22,1
Protocatecoico 121,1 47.6 118,6 36.8
Siringico - 141,5 <LOD -
Catequina 83,8 548.8 100,4 89,1
Quercetina 72,6 96,8 92,2 67,3
Rutina 25,2 19,2 46,2 60,6

<LOD = Abaixo do limite de detecgdo (acido ferulico, gélico, vanilico). Cafeico, clorogenico, p-cumarico, p-
hidroxibenzoico, protocatecoico, vanilico, quercetina, rutina (LOD = 1,5 ng. mL"); fertlico, siringico (LOD = 3,0
ng. mL"); galico (LOD = 6,0 ng mL"); catequina (LOD = 9,0 ng mL™").

3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O consumo regular de produtos derivados do tomate tem sido correlacionado com
a redugdao da suscetibilidade a doengas, tais como diversos tipos de cancer ¢ doengas
cardiovasculares (GARCIA-HERNANDEZ et al., 2018; NAVARRO-GONZALEZ; GARCIA-
ALONSO; PERIAGO, 2018). Sao causadas por processos oxidativos que ndo sdo acionados
por este. Assim, as atividades de compostos quimicos para mitigar danos também devem ser
diferentes. A capacidade antioxidante de um composto antioxidante para inativar a propagagao
radical ¢ determinada por sua estrutura quimica e reatividade para afetar processos oxidativos
in vivo. O principal determinante dos efeitos benéficos ¢ o potencial de reducao de grupos
quimicos, em vez da concentragdo antioxidante total em uma fonte.

Procedimentos in vitro t€m sido adotados para avaliar o potencial antioxidante de
grupos quimicos em diferentes condi¢des de reducao de oxidacao (ZIELINSKI et al., 2020).
Considerando que cada variedade de tomate tinha seu proprio perfil de compostos redutores em
extratos carotenogénicos e fenolicos, o potencial de reducdo foi avaliado por diferentes
métodos. A atividade antioxidante foi expressa como concentra¢io (ug mL™") de carotenoides
ou compostos fendlicos necessarios para promover 50 % de inibi¢ao (IC50) do processo
oxidativo. Esta estratégia permite comparar efeitos antioxidantes porque cada método € baseado
em uma condi¢do cinética que € especifica para seu mecanismo e estequiometria. Portanto,
comparar a inibicdo dos processos oxidativos como percentuais pode distorcer a capacidade
real que cada extrato possui para mitigar danos que podem ser promovidos por diferentes

mecanismos. O IC50 mais baixo representa o extrato mais eficiente para proteger a saude.
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Os extratos fendlicos foram eficientes para inibir os radicais peroxil (DPPH),
reagdes oxidativas mediadas por compostos metélicos (ABTS) e pelo radical hidroxila (OH).
No entanto, extratos carotenogénicos apresentaram efeito apenas quando as altas concentragdes
de extratos foram utilizadas. Considerando que os carotenoides sdo compostos hidrofobicos,
esses resultados eram esperados para esses métodos, cujas reagdes ocorrem em meio polar,
embora tenham sido aplicadas por outros pesquisadores para inferir potencial antioxidante de

carotenoides.

Tabela 4 - Atividades antioxidantes de extratos fendlicos e carotenoides expressos

como IC50 (pg mL™)

Compostos fenolicos Carotenoides
Variedades DPPH ABTS Radical DPPH ABTS Radical
de tomate hidroxila hidroxila
Caqui 1,82+ 1,1 1,22+0,6 0,03°+ 1,0 400°+ 0,5 1670°+0,8 140°+0,6
Cereja 1,5+0,8 1,1*°+1,4 0,11*+1,0 5558+ 0,4 2500°+0,8 160*+1,0
Italiano 1,54£2,0 1,1°+22 0,11*+1,2 446°+ 1,0 1000°+ 1,0 156°+1,2
Longa Vida 1,7°+0,8 1,1°+1,0 0,07°+ 1,5 3579£ 1,1 1667°+£0,9 162°+0,7

Resultados expressos em média e desvio padrdo. As letras diferentes subscritas na mesma coluna indicam
diferencas entre as amostras de tomate (p<0,05).

Os compostos fendlicos sdo os principais inibidores da atividade antioxidante,
principalmente no tomate Italiano, que inibiu os radicais DPPH e ABTS, e o tomate Longa
Vida, para o radical OH. Nestes tomates, os compostos fenolicos destacaram-se pela
concentracao de acido protocatecoico e catequina, indicando que estes podem ser responsaveis
pela inibicao de radicais livres liberados por qualquer mecanismo. Os tomates Italiano e Cereja
se destacaram por suas atividades antioxidantes, embora ndo apresentam diferencas em suas
concentracoes de compostos fendlicos livres. Assim, foi empregada a andlise estatistica
multivariada, a PCA, para explicar de forma mais objetiva a correlacdo entre os diferentes

parametros que afetam as propriedades funcionais do tomate.

3.4 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS

O conjunto de dados para o primeiro PCA foi uma matriz 4x8 (linhas x colunas)
onde as linhas eram a variedade de tomate e as colunas eram os compostos fenolicos,
carotenoides e suas atividades antioxidantes. O PCA mostrou que 84,7% da variabilidade foi
explicada pelo componente 1 (61,5%) e componente 2 (23,2%). Os compostos fenolicos

apresentaram alta correlacdo (R:0,94) com a captura do radical ABTS, que é o principal
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indicador responsavel pela inibi¢do da propagacdo do radical do peroxil (Apéndice 1). No
entanto, a concentragdo de carotenoides teve uma relagdo inversa com a inibig¢ao radical de
ABTS e DPPH. Essa tendéncia ja havia sido observada quando o potencial antioxidante dos
extratos foi avaliado antes da avaliagao estatistica.

Para identificar o 4cido fenolico que teve o maior efeito na atividade antioxidante
dos extratos de tomate, foi realizado um novo PCA (Figura 2). O conjunto de dados para o
segundo PCA foi uma matriz 4x12(linhas x colunas) onde as linhas eram a variedade de tomate
e as colunas eram os 4cidos fendlicos e atividades antioxidantes. A PCA mostrou que 79,8% da
variabilidade do resultado foi explicada pelo componente 1 (51,5%) e componente 2 (28,3%).
Entre os 4cidos fenolicos, o protocatecoico estd mais correlacionado com o radical DPPH (0,84)
(Apéndice 2). Por isso, € responsavel principalmente pela prevencao do mecanismo de oxidagao
promovido pelos radicais de oxigénio. Perfis de compostos fenolicos e carotenoides
encontrados em amostras de tomate reforgam melhor sua atividade antioxidante, em vez de seu

conteudo total de carotenoides.

Figura 1 - Analise de PCA de compostos antioxidantes
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Figura 2 - Analise PCA do perfil de compostos fendlicos
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4 CONCLUSAO

A variedade de tomate Cereja foi a melhor fonte de fibra solivel, pois se destacou
pela pectina, relagcdo acucar/acido, acido cafeico, clorogénico, catequina, quercetina e teor de
licopeno. Quanto aos componentes minerais essenciais, Cu e Ca apresentaram os niveis mais
altos nas amostras. Os compostos fenolicos explicam melhor o potencial antioxidante do que
os carotenoides. A PCA mostrou que o 4acido protocatecoico e a quercetina estio mais
intimamente relacionados com a atividade antioxidante das amostras, enquanto com o0s
carotenoides, a correlacdo foi negativa. Considerando amostras cultivadas em condigdes de
campo e disponiveis em mercados, tanto a variedade Cereja quanto a variedade Italiano sdo as
melhores fontes de compostos funcionais entre aquelas de impacto no comércio e na dieta

humana.
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RASTREABILIDADE DE TOMATES (solanun lycopersicum) COM BASE EM SEU
PERFIL ENZIMATICO

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da variedade e do tipo de cultivo (convencional e
organico) na atividade das enzimas, possibilitando o rastreamento do tomate. Trés variedades
de tomate (Caqui, Cereja e Italiano), oficialmente certificadas e vendidas no comércio, foram
coletadas em diferentes épocas do ano. As amostras analiticas de cada variedade foram
padronizadas quanto estadio de maturagao pelos indicadores de maturagdo (cor, agticar/acidez).
Os ensaios utilizados para determinacdo das atividades enzimaticas foram previamente
padronizados para invertase (INV), poligalacturonase (PG), peroxidase (PO), polifenoloxidase
(PPO), catalase (CAT) e fenilalanina-amodnia-liase (PAL). As atividades enzimaticas foram
correlacionadas com os sistemas de cultivo pela Andlise de Componentes Principais (PCA). As
atividades enzimaticas de PO, PPO, CAT e PAL mostraram-se uteis para a certificacdo e
rastreabilidade do tomate, uma vez que sua correlagdo foi superior a 0,9. A analise estatistica
confirmou que as atividades PO e CAT foram as mais promissoras para encontrar um modelo
de resposta ao sistema de cultivo. Os perfis enzimdticos das variedades Italiano e Cereja foram
os mais afetados pelo manejo da cultura. Com isso, foi possivel relacionar o sistema de cultivo
com os mecanismos de defesa em frutos e detectar potenciais marcadores para o manejo do
tomate.

Palavras-chave: Carboidrases. Cultivo convencional. Cultivo orgéanico. Fenilalanina-

amonia.liase. Hidrolases. Oxirredutases.

1 INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicum) é um dos frutos mais consumidos, fresco ou
processado em todo o mundo. Sua composi¢do quimica ¢ influenciada por fatores genéticos,
estadio de desenvolvimento, condi¢des climéaticas, solo e sistemas de cultivo, como organico
e convencional (DESHMUKH et al., 2011).

O efeito do cultivo orginico e convencional sobre parametros sensoriais,
nutricionais e de rendimento em diferentes variedades de tomates vem sendo bastante estudado
pois o cultivo organico ¢ uma alternativa mais sustentavel para a producdo de frutos
(OLIVEIRA et al., 2017, MARTI et al., 2018; VINHA et al., 2014). No entanto, os resultados
destes estudos sdo controversos quanto ao impacto nos parametros de qualidade de frutos
provenientes de ambos os modelos de cultivos (CARDOSO et al., 2017; OLIVEIRA et al.,
2017; SEUFERT; RAMANKUTTY; FOLEY, 2012).
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No que se refere a resisténcia a patégenos, os vegetais empregam como defesa
compostos fenilpropanoides, como os acidos fendlicos, flavonoides, isoflavonoides, estibenos
e lignanas, que sdo sintetizados com a participagdo de enzima L-fenilalanina-amonia-liase
(PAL) (SHADLE et al., 2003). A atividade de enzimas que promovem a degradagao da parede
celular, como as hidrolases e transglucosilases, que levam ao amolecimento do fruto durante o
amadurecimento, também contribuem para a defesa da planta junto com as enzimas oxido-
redutases (superdxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase) e fenilalanina-amdnia-liase.

O efeito do cultivo organico sobre as enzimas oxido-redutases foi demonstrado por
Oliveira et al. (2017) em frutos de maracuja nos quais foi registrado aumento da atividade delas
quando comparadas ao sistema de cultivo convencional, fato que sugere que o sistema de
cultivo orgénico induziu um estresse oxidativo no fruto.

Em frutos de tomate, estudos especificos que comparam as caracteristicas de
enzimas relacionadas a mecanismos de defesa foram pouco explorados. Pela importancia
nutricional e economica dos tomates na cadeia produtiva de alimentos as diferengas promovidas
pelo tipo de cultivo em cada classe enzimatica nas diferentes variedades comercializadas
precisam ser esclarecidas para guiar protocolos de manejo das culturas e aplica¢do do fruto em
nivel doméstico ou industrial. As atividades destas classes de enzimas, além de serem
determinantes para a qualidade dos frutos, podem indicar condi¢des adversas para a qualidade
ocasionadas por efeitos fisicos, quimicos e/ou bioldgicos.

Em vista do exposto, avaliamos o impacto da variedade e do tipo de cultivo
(convencional e orgénico) na atividade das enzimas relativas a manifestagdes climatéricas e aos
mecanismos de defesa em frutos de tomates produzidos em condi¢des naturais de cultivo
convencional e organico, visando detectar potenciais marcadores do manejo nas caracteristicas

varietais dos frutos, visando contribuir para rastreabilidade deles.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAGEM E PADRONIZACAO DOS FRUTOS

Amostras de tomates das variedades Caqui, Cereja e Italiano foram coletados
aleatoriamente em periodos distintos, ao longo do ano de 2019, no comércio da regiao sul do
Brasil. Foram selecionados estabelecimentos de redes comerciais com alta rotatividade de
produtos para garantir a variabilidade dos frutos. Nos seis periodos de coleta os frutos foram

tomados aleatoriamente nos locais de exposicao, buscando uniformidade visual de tamanho,
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cor e textura até perfazerem em torno de 1 kg. Os tomates provenientes de cultivo organico
foram adquiridos com selo de certificagdo concedido pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento do Brasil (MAPA) observando o mesmo critério de escolhas.

Para o preparo das amostras analiticas foi considerado a uniformidade do estadio
de maturagdo nas variedades de frutos estabelecida pela determinacdo da razdo agucar/acido e
pela cor determinada por colorimetria em cada coleta nos periodos de amostragem (CIE, 1986).
Os tomates inteiros que se encontravam no mesmo estadio de maturagao foram fragmentados e
liofilizados em liofilizador de bancada (Liotop, Modelo L101) e armazenados a - 4 °C em

freezer até o momento de realizacdo das determinagdes.

2.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DAS AMOSTRAS

A determinagdo de pectina total foi realizada nas amostras in natura empregando o
método descrito por McCready e McComb (1952).

Os aglcares soluveis foram determinados em 200 mg de tomate liofilizado e
homogeneizados com 5 mL de dgua destilada sob vortice e sonicado por 5 min. A mistura foi
centrifugada a 3660 X g por 7 min, filtrado por um filtro Millipore de 0,45 um (Agilent
Technologies) (COYAGO-CRUZ et al., 2017) e analisado em HPLC (Shimadzu, Toquio,
Japao, RID-10A) acoplado com detector de indice de refracdo e uma coluna Aminex HPX87H
(300 mm x 7,8 mm, 9 m). O sistema operava a uma taxa de fluxo de 0,6 mL min ' a 65 °C
usando acido sulfurico de SmM como fase movel. A identificagdo dos actcares nas amostras
foi realizada por comparacdo com tempo de retengdo dos padrdes de referéncia (Sigma
Aldrich): glicose, frutose, sacarose e arabinose (JOHNSTON; MCALOON, 2014).

A fenilalanina foi determinada por HPLC-FL acoplado de derivatizador pds-coluna
(Shimadzu, LC-20AD, Téquio, Japao), apos hidrolise sob pressao (1 atm), limpeza por filtro
Millipore de 0,45 pm (Agilent Technologies) e derivatizagao (ortoftalaldeido), de acordo com
o método adaptado de Denardi-Souza et al. (2018).
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2.3 ATIVIDADE DAS ENZIMAS OXIRREDUTASES, CARBOIDRASES E LIASE

2.3.1 Obtencao dos extratos enzimaticos

A atividade das enzimas nas amostras de tomate foi determinada em extrato salino
purificado. A extragdo consistia em pesar 2 g de amostra liofilizada, homogeneizar em 30 mL
de NaCl 0,9%, em agitador orbital por 15 min a 25°C.

As fragdes solidas e liquidas foram separadas por centrifugacdo, sendo o
sobrenadante submetido a precipitacdo proteica com adicao fracionada, em trés etapas, de 50
mL de acetona a 4 °C seguido de repouso por 30 min entre cada adicdo. O precipitado foi
separado por centrifugagdo a 3220 x g por 10 min e o precipitado proteico ressuspenso em 10
mL de NaCl 0,9 % (fracdo F1) para determinacdo da atividade das enzimas peroxidase,
polifenoloxidase, fenilalanina-amonia-liase e poligalacturonase.

Para determinar a atividade de catalase e de invertase foi necessario adequar o
mesmo protocolo, substituindo a solugdo salina por tampao fosfato 0,1 M pH 5,0.

Para cada variedade de tomate foi determinado o teor de proteina soluvel presente
no extrato enzimatico pelo método colorimétrico de Lowry et al. (1951) utilizando curva padrao

de albumina (0,02 a 0,1 mg mL™).

2.3.2 Invertase (INV)

Para avaliar a atividade desta enzima foi utilizado como substrato uma solu¢ao de
sacarose (0,35 % p/v em tampao acetato de sddio 5 mM pH 5,0). A reagdo consistia na adi¢ao
de 0,2 mL de extrato enzimatico (F1) e 0,8 mL de solucdo do substrato sacarose que reagiram
a 40 °C por 5 min. Apos a reagdo enzima-substrato foi adicionado 1 mL de reagente DNS, a
mistura reagiu 5 min a 100 °C para gerar o cromoforo com o aglcar redutor liberado e a
absorbancia foi lida em espectrofotdmetro a 540 nm. A quantidade de glicose liberada foi
calculada usando curva padrio (0,02 a 0,1 mg mL') e a atividade da INV foi estimada
considerando que uma unidade de enzima corresponde a quantidade de proteina necessaria para

produzir 1 pmol de glicose por minuto (SOARES et al., 2019).
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2.3.3 Poligalacturonase (PG)

A atividade da poligalacturonase foi estimada empregando como substrato pectina
comercial (Farmaquimica S.A, pureza 95%). Uma quantidade de 0,9 mL de solucdo de pectina
0,5% (em tampao citrato 0,1 M pH 4,0) foi colocada em banho por 5 min para a estabilizacao
da temperatura reacional (50 °C) e na sequéncia foi adicionado 0,1 mL de extrato enzimatico
que atuou sobre o substrato por 15 min. O aumento do poder redutor do meio por agao da
enzima foi medido adicionando 1 mL de reagente DNS levando em banho a 100 °C por 5 min
para a redugdo do reagente cromogénio. Apds o resfriamento em banho de gelo foram
adicionados 5 mL de agua destilada e a absorbancia foi medida a 540 nm. O produto formado
foi quantificado usando a curva padrio de 4cido galacturdnico (0,02 a 0,1 mg mL"). Para a
atividades enzimatica de PG foi definido que uma unidade de enzima corresponde a quantidade
de proteina necessaria para produzir 1 pmol de 4cido galacturdnico por minuto (RODRIGUEZ-

FERNANDEZ et al., 2011).

2.3.4 Peroxidases (PO)

Para determinacao da atividade de peroxidase foi utilizado o método adaptado de
Feltrin et al. (2017) usando como substrato solu¢do de guaiacol 0,5%. Para reacdo enzimatica
foram adicionados 1,5 mL de tampao fosfato 0,1 M pH 5,5; 1 mL de extrato F1, 1,5 mL de agua
destilada; 1 mL de perdxido de hidrogénio 0,08% e 1 mL de solugdo de guaiacol. A mistura foi
mantida a 40 °C por 10 min e a leitura da absorbancia foi realizada a 470 nm. A atividade
enzimatica de PO nos extratos foi avaliada considerando que uma unidade de enzima era a
quantidade de proteina do extrato necessaria para promover o aumento de 0,1 unidades de

absorbancia por minuto.

2.3.5 Polifenoloxidase (PPO)

A atividade da PPO foi determinada por método adaptado de Benaceur et al. (2020),
usando como substrato uma solucdo de catecol 0,05M. A reagdo enzimatica foi realizada pela
a adi¢do de 1,5 mL de tampao fosfato 0,1 M pH 6.0; 1 mL de extrato enzimatico; 2,5 mL de
agua destilada e 1 mL de solu¢do de catecol. A mistura reacional foi mantida a 30 °C por 10

min e a leitura da absorbancia pela formag¢ao do produto oxidado foi determinado a 425 nm. A
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atividade de PPO nos extratos foi definida como uma unidade de enzima que corresponde a
quantidade de proteina (mg) do extrato necessaria para promover o aumento de 0,1 unidades de

absorbancia por minuto.

2.3.6 Atividade de Catalase (CAT)

A atividade de CAT foi medida pela reagdo entre a enzima e seu substrato (perdxido
de hidrogénio), conforme método adaptado de Pan et al. (2020). Para isto, foram adicionados 4
mL de extrato enzimatico; 1 mL de tampao fosfato 0,2 M pH 5.0 mantidos a 30 °C por 5 min.
Em seguida, foram adicionados 5 mL de peroxido de hidrogénio 0,08 %, repouso por 5 min e
interrupc¢ao da reacdo pela adicdo de 5 mL de 4cido sulfurico 10 %. No experimento controle
foram adicionados extrato enzimatico (F1) e 5 mL de 4cido sulfurico com adi¢do posterior do
substrato. O consumo do substrato na reagao foi determinado pela leitura das absorbancias a
240 nm. Para atividade de CAT foi definido que uma unidade de enzima ¢ a quantidade de

proteina (mg) que transforma 1 pmol de perdxido de hidrogénio por minuto.

2.3.7 Fenilalanina-amoénia-liase (PAL)

A atividade da PAL foi determinada utilizando L-fenilalanina como substrato.
Foram adicionados a 100 pl de extrato enzimatico (F1), 400 pl de tampao Tris-HCI 25 mM pH
8,8 € 500 pl de L-fenilalanina 100 mM. A reagdo foi realizada a 30 °C durante 4 h, finalizada
pela adi¢ao de 60 pl de HCI 6 M e leitura do produto formado a 290 nm. A atividade da PAL
foi estimada considerando que uma unidade de enzima corresponde a quantidade de proteina

necessaria para produzir 1 pmol de acido transcinamico por minuto (ANDRADE et al., 2013).

2.4 ANALISE ESTATISTICA

A Andlise de Varidancia MANOVA foi aplicada aos resultados de composicao
quimica, seguida pelo teste de Tukey, com 95% de confianca entre variedade e modo de cultivo.
Test “t” foi aplicado entre as atividades enzimaticas para comparagao entre os resultados dos
cultivos organicos e convencional. A analise foi realizada pelo programa Statistica 7. A analise

de PCA foi realizada pelo programa PAST (folk.uio.no/ohammer/past) e foi aplicada ao
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conjunto de dados (enzimas carboidrases, oxirredutases e liase para todas as variedades de

tomate).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras das variedades de tomate utilizadas neste estudo foram escolhidas por
sua importancia na cadeia produtiva de alimentos tanto para consumo in natura ou para
processamento industrial e por apresentam caracteristicas morfoldgicas e sensoriais bastante
distintas. Em geral os estudos sobre diferencas varietais ou de cultivo em frutos sdo realizados
sob condi¢des controladas em estufas, mas neste caso foi realizada uma avaliagdo da atividade
das enzimas em amostras disponiveis no comércio, para apreciar o efeito do manejo
convencional ou organico realizado em condi¢des de producdo em campo e desta forma avaliar
o efeito do ambiente natural nas manifestagdes das enzimas. Em nosso estudo, a
homogeneidade do estadio de maturagdo das amostras foi considerada para a interpretagao dos
resultados, uma vez que a maturidade esta diretamente relacionada com a atividade das enzimas
envolvidas, com o climatério € com 0s mecanismos de defesa.

Previamente ao estudo, as condi¢des para obtengdo e purificagdo dos extratos
enzimaticos foram padronizadas. Em vista de que na fragdo F1 estariam presentes enzimas de
diferentes classes, os parametros pH, temperatura, tempo de reacao e concentragdo de substrato
mais adequado para a atividade de cada uma também foi padronizado previamente para permitir
a melhor comparacdo entre as variedades provenientes de condi¢des distintas de cultivo em
campo (Apéndice 3).

As atividades enzimaticas das classes das enzimas oxirredutases (PPO, PO e CAT),
carboidrases (PG e INV) e liases (PAL) foram determinadas nos extratos enzimaticos das
amostras de diferentes variedades de tomates oriundos de cultivo orgénico e convencional e

foram expressas como atividades especificas.

3.1 CARBOIDRATOS E ATIVIDADE DE CARBOIDRASES

Os carboidratos soluveis estdo relacionados com a ag¢dao de carboidrases e a
tendéncia € que ocorra um aumento deles ao longo da maturacdo do fruto em decorréncia da
degradacdo de oligossacarideos e constituintes de paredes celulares (ANDRIEU et al., 2014;

GUILLON et al., 2017). A velocidade destas transformagdes ¢ uma caracteristica varietal, mas
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em condi¢des naturais pode também ser afetada por varidveis abioticas diversas. Neste estudo,
a atividade da invertase caracteristica de cada amostra foi avaliada para inferir sobre os efeitos
varietais e do cultivo no comportamento dela, que representa, segundo alguns autores, um ponto
de controle do estadio climatérico (TAGER; BIALE, 1957). O perfil de agucares redutores do
fruto foi determinado por sua associacdo com a atividade desta enzima.

Na Tabela 1 estdo apresentados os perfis de agucares das amostras de tomates e a

atividade da invertase presente na fragao F1.

Tabela 1 - Perfil de agucares redutores (mg g™!) e atividade da invertase (U mg™! de

proteina) nas amostras de tomate de cultivo convencional e organico

Tomate Glicose Frutose Sacarose INV

Cultivo Convencional

Caqui 124,0°+£7,2 1967 + 10,7 - 1,6"+ 0,2
Cereja 93,4 + 6,6 147,8°A + 10,7 - 4,2+ 0,1
Italiano 136,80 £ 52 197,124 + 6.7 - 1,0%4 0,04
Cultivo Orgéanico
Caqui 138,7°A £ 4.6 207,27 £ 8.0 3,9+ 0,4 1,1°4+ 0,03
Cereja 140,7*4 + 4,0 210,0° + 6,5 2,4% 40,1  14%+0,1
Italiano 140,23 £2.0 178,6" + 4.1 - 1,04+ 0.2

INV — invertase. Resultados expressos em média, desvio padréo e base seca. Letras minasculas sobrescritas na
mesma coluna indicam diferenga estatistica entre todas as variedades de tomates independentes do cultivo
(»<0,05). Letras maitsculas subscritas na mesma coluna indicam diferenga estatistica para cada variedade sob
diferentes cultivos (p<0,05). Sacarose (LOQ = 0,1 mg mL™).

O conteudo de glicose, frutose e sacarose diferiu entre os frutos analisados. A
frutose foi o agucar predominante, independente da variedade e tipo de cultivo, enquanto a
sacarose encontrava-se abaixo do limite de quantificagio (0,1 mg mL™), com exce¢do das
amostras de tomate das variedades Caqui e Cereja oriundos de cultivo organico. Um dos fatores
que levam a variacdes do conteudo de aglcares esta relacionado com o estadio de colheita dos
frutos, que para fins comerciais ¢ realizada antes que o fruto atinja a maturagdo completa, o que
limita o suprimento de acticar da planta (BECKLES, 2012). Neste caso esta condi¢gao pode estar
relacionada aos baixos niveis de sacarose detectados nas amostras.

Nas variedades de tomates provenientes de cultivo organico, a atividade da
invertase ndo diferiu dos tomates de cultivo convencional. A variedade Cereja do cultivo
convencional foi estatisticamente superior as variedades Caqui e Italiano, nas mesmas

condig¢des. Outro fato que se destaca ¢ que o perfil de glicose e frutose indiciou que o tomate
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Caqui apresentou menor conteido desses agucares, o que pode estar relacionado a alta atividade
respiratoria da amostra, que ndo foi determinada neste estudo.

Alguns autores relatam que tomates Cereja, por derivarem de um tipo selvagem
diferente do comum (Caqui e Italiano) pode responder melhor as condi¢des da agricultura
bioldgica e isto interfere diretamente no acimulo de acgtcares neste tomate (HALLMANN,
2012). Segundo Pieper e Barrett (2009) o sistema de cultivo, convencional ou organico,
determina de que forma esses agticares vao se acumular na fruta, o que nao foi observado em
nosso estudo.

Existem diferencas varietais que explicam os distintos perfis de agucares de
tomates. Em um estudo semelhante a este, Beckles et al. (2012) apresentaram uma comparacao
entre tomates de espécies selvagens e modernos, mostrando a diferenga nas atividades de
invertase ¢ mudancas no acumulo de aclcares durante o desenvolvimento dos frutos,
mencionando que a presenca de invertases menos especificas para conversdao de sacarose em
glicose em frutose promovia o acumulo de sacarose nos tecidos (FRIDMAN et al., 2004;
YELLE et al., 1991, 2016; ZANOR et al., 2009). Possivelmente, nas variedades avaliadas a
acdo de invertases pouco especificas ndo foi marcante com indica a ndo detecg¢ao de sacarose
em 2 variedades provenientes do cultivo organico. Outra possibilidade ¢ que estas duas
amostras tenham sido colhidas num estadio de maturagdo mais adiantado, visto que os frutos,
neste tipo de manejo, tendem a apresentar tamanhos menores que os de cultivo convencional,
0 que permitiu um acimulo maior de sacarose na planta. Riahi et al. (2009) demonstraram que
o sistema de agricultura organica promovia um maior acimulo de agucares em tomates
organicos, mas nossos resultados ndo permitem afirmar que o sistema de cultivo afetou a
atividade ou a forma como a invertase regulou o fluxo de agticares nos tomates amostrados.

O tipo de pectina, principal constituinte da parede primaria, da lamela média do
pericarpo de frutos e a atividade de um grupo de enzimas pécticas (pectinases), incluindo a
pectinaesterase € a poligalacturonase estdo envolvidas com a alteragdo da textura dos frutos.
Elas ocasionam a degradacao de polissacarideos durante o amadurecimento, atuando sobre a
pectina, despolimerizando ou desesterificando as formas metiladas (ULUISIK; SEYMOUR,
2020). Nestas hidrolases se destacam as poligalacturonases que sdo as principais responsaveis
pela dissolugdo da lamela média durante a maturagdo, cuja atividade neste estudo foi indicada
pela determinagdo da liberagdo de 4cido galacturonico. A Tabela 2 apresenta o conteudo de

pectina e a atividade de poligalacturonase nas amostras de tomates estudadas.
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Tabela 2 - Conteudo de pectina (%) e atividade da poligalacturonase (U mg™ de

proteina) nas amostras de tomates de cultivo convencional e organico

Tomate Pectina PG

Cultivo Convencional

Caqui 26,2 +3 4 51,004+ 7.8
Cereja 43,734 L2 6 10,4,1A £ 3.8
Italiano 28,8%A £ 22 16,2%4 + 4,0
Cultivo Organico
Caqui 26,7°A £ 12 4.8%A +2 1
Cereja 48,42+ 95 3,74+ 4,0
Italiano 31,0%A +£10,3 4,54+ 50

PG - poligalacturonase. Resultados expressos em média e desvio padrio e base seca. Letras sobrescritas
minusculas na mesma coluna indicam diferenca estatistica entre todas as variedades de tomates independentes do
cultivo (p<0,05). Letras maitsculas subscritas na mesma coluna indicam diferenga estatistica para cada variedade
sob diferentes cultivos (p<0,05).

O amolecimento de frutas estd intimamente ligado a remodelacdo da parede celular
e especialmente a degradag@o da pectina o que confere ao fruto uma textura mais macia, entdo
esperava-se uma relacdo inversa entre a atividade de poligalacturonase e o conteudo de pectina
total. A atividade desta familia de enzimas foi alta, mas ndo apresentou correlagio com o
contetido de pectina nos frutos. Um exemplo disto foi a amostra de tomate da variedade Cereja
proveniente do cultivo organico que apresentou uma alta atividade de 10,4 U mg™! de proteina
e alto contetido de pectina (43,7 %), devido a sua organizagao morfologica e estrutural, ou como
uma caracteristica metabolica varietal.

Em geral, para prolongar a vida 1til de frutas sdo realizadas modificacdes genéticas
na atividade das poligalacturonases de forma a torna-las menos ativas para prolongar o periodo
de estabilidade da textura do tecido. Isso resulta em um fruto mais firme, o que nem sempre ¢
determinado pelo maior conteudo de pectina, mas sim de uma combinagdo do teor total e do
teor de metoxilagcdo da pectina (GUILLON et al., 2017). Pressey (1977) foi o primeiro autor a
verificar que o aumento na atividade enzimatica estd acompanhado por um aumento na pectina
soltvel em 4gua e no amolecimento da fruta. Com relacdo ao tipo de cultivo ndo foi possivel
afirmar se ele afeta a atividade da poligalacturonase, portanto deve se tratar de uma
caracteristica varietal.

A avaliagdo dos substratos e produtos das carboidrases ndo permitiu a identificagao
de um padrao de comportamento relacionado ao manejo da cultura, mas sim pela variedade do

fruto, conforme o esperado, estas enzimas estavam relacionadas com o metabolismo primario
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do tecido (BECKLES, 2012) e portanto, o efeito do ambiente ou do manejo ndo ¢ detectavel

nas suas atividades.

3.2 ENZIMAS OXIDO-REDUTASES

Durante o estadio de amadurecimento o fruto tende a produzir maior quantidade de
espécies reativas de oxigénio (ROS), devido ao estresse ocasionado por fatores bidticos
(inerentes e acdo de patodgenos) e abiodticos (composicao do solo, radiagdo UV, déficit de
irrigacdo, baixa temperatura, entre outras). No entanto, parte destes danos pode ser contornado
pela atividade das enzimas PPO, PO, CAT e PAL que atuam mitigando os efeitos dos radicais
livres produzidos sob todos estes fatores. Em vista disso, a atividade de oxido-redutase esta
associada a resisténcia de plantas e refletem o estresse oxidativo ao qual o tecido foi submetido
ao longo de seu manejo (FLOTT; MOERSCHBACHER; REISENER, 1989; MOHAMMADI;
KAZEMI, 2002; PAN et al., 2020). Nas Tabelas 3 ¢ 4 estdo os resultados das determinagdes da

atividade das enzimas associadas aos mecanismos de defesa nas amostras de tomate avaliadas.

Tabela 3- Atividade das enzimas oxirredutases (U mg™! proteina) nas amostras de

tomates de cultivo convencional e organico

Tomate PPO PO CAT
Cultivo Convencional
Caqui 28,44 +35 57,444 +7.0 123,184 + 8,5
Cereja 52,7%A £ 3 4 188,1°4 + 13,0 11,7°9 + 4.0
Italiano 37,8%A £ 2.6 139,2°4 £ 6,4 68,34+ 3,0
Cultivo Organico
Caqui 16,04 + 1,8 48,094 £ 23 29,14+ 6,5
Cereja 21,14+ 0,8 33,04 +£24 60,34 + 7,0
Italiano 76,044 £ 0,1 363,6 + 13,0 11,194+ 7.8

PPO - polifenoloxidase, PO — peroxidase, CAT — catalase. Resultados expressos em média e desvio padrdo. Letras
mindsculas subscritas na mesma coluna indicam diferenca estatistica entre todas as variedades de tomates
independentes do cultivo (p<0,05). Letras maiusculas subscritas na mesma coluna indicam diferenga estatistica
para cada variedade sob diferentes cultivos (p<0,05).

Outros autores relataram que o aumento na atividade da peroxidase em plantas estd
relacionado a resisténcia a doengas (MOHAMMADI; KAZEMI, 2002; ZHENG et al., 2017).
Seguindo por este caminho, Pan et al. (2020) utilizaram metil jasmonato como elicitor de defesa
em kiwis e os resultados mostraram que aumentos nas atividades de CAT e PO conferiam maior

resisténcia a doencgas. Num estudo realizado por Abouraicha et al. (2015) em macas foi
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constatado que a atividade de CAT e PO aumentaram durante o armazenamento das frutas
promovendo a eliminacdo de feridas, corroborando para o estabelecimento da relagdo entre
capacidade destas enzimas quanto a prote¢dao contra danos oxidativos. Os autores também
observaram que a eficiéncia ndo esta apenas relacionada com a indugao de resisténcia, mas que
também estdo envolvidas no processo de senescéncia do fruto. Estes relatos e os resultados
verificados permitem inferir que dentre os tomates deste estudo a variedade Italiano de cultivo
organico possui maior potencial para defesa contra danos do estresse oxidativo e que isto
também pode estar associado a nao ocorréncia de compostos inibidores da agao destas enzimas
durante o manejo das plantas.

No entanto, novamente o tipo de cultivo ndo resultou em diferengas significativas
entre as amostras coletadas para estudo. Jin et al. (2011) detectaram que a atividade da catalase
foi maior em morangos orginicos em relagdo aos convencionais e atribuiram este
comportamento ao aumento nos niveis de ROS, possivelmente induzido pelo estresse oxidativo
provenientes da baixa disponibilidade mineral em sistemas de cultivo organico. Em contraste,
Oliveira et al. (2017) ndo observaram diferencas na atividade de catalase em relagdo ao cultivo.

A fenilalanina-amonia-liase (PAL) também ¢ uma enzima importante nos
mecanismos de resisténcia de plantas, pois esta envolvida em varias vias metabolicas, incluindo
a dos fenilpropanoides, a partir dos quais s3o sintetizados os compostos fenolicos, como a
lignina (BARROS; DIXON, 2020). Os resultados da Tabela 4 mostraram que o tomate Italiano
de cultivo orgéanico apresentou maior atividade da PAL acompanhada de uma maior quantidade
de fenilalanina, assim como alta atividade de PPO e PO. Dessa forma, pode se inferir que esta
variedade de tomate possui bom potencial de defesa contra danos abidticos e possivelmente
bioticos também, bem como refletiu as condi¢des de seu manejo. Portanto, sugerindo que essas
enzimas integram o mecanismo de defesa em tomates, poderiam ser usadas para rastreabilidade
do tipo de cultivo em tomates da variedade Italiano.

A faixa de variacdo da atividade desta enzima foi a mais marcante em relacao as
demais familias estudadas e entre as amostras coletadas. Em geral, a atividade foi estavel em
todas as variedades de cultivo convencional e diferiu naquelas de cultivo organico. Um ponto
interessante ¢ que apenas nos tomates da variedade Italiano submetidos ao cultivo orgénico,
esta atividade se destacou como 3 vezes maior em relagdo aqueles do cultivo convencional. De
qualquer forma, em todas as variedades foi verificada uma resposta propria ao manejo da
cultura, o que ndo tornou possivel demonstrar nas demais familias de enzima, trata-se, portanto,
de um ponto importante para explorar quando se propde um marcador para a rastreabilidade de

amostras de frutos baseado em enzimas de amadurecimento e defesa.
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Tabela 4 - Contetido de fenilalanina (ug mg™' proteina) e atividade da fenilalanina-

amonia-liase (U mg™! proteina) em tomates de cultivo convencional e organico

Tomate Fenilalanina PAL

Cultivo Convencional

Caqui 90°B + 0,05 4,12+ 0,3

Cereja 80°B + 0,1 4,18 + 0,04

Italiano 100°B + 0,2 4,58 + 0,6
Cultivo Organico

Caqui 30°4 £ 0,01 0,74+ 1,2

Cereja 40° £ 0,02 1,04+ 0,7

Italiano 300%4 + 0,02 14,14 £ 0,1

PAL — fenilalanina-amonia-liase. Resultados expressos em média e desvio padrdo. Letras minusculas sobrescritas
na mesma coluna indicam diferenga estatistica entre todas as variedades de tomates independentes do cultivo
(p<0,05). Letras maitisculas subscritas na mesma coluna indicam diferenga estatistica para cada variedade sob
diferentes cultivos (p<0,05).

A literatura sugere que a agricultura organica, por ser caracterizada pela oposi¢ao
ao uso de pesticidas e fertilizantes sintéticos, implicaria numa maior exposi¢do da planta a
situagdes de estresse, promovendo a manifestacdo dos mecanismos naturais de defesa com
maior eficiéncia, visto que alguns insumos quimicos atuam como inibidores enzimaticos
(ZAHEDIPOUR et al., 2019). No caso desse estudo, a enzima que diferiu foi a que esta
associada a sintese de compostos fenolicos que participam em diferentes mecanismos de defesa,
atuando como barreira fisica (lignina), antioxidante (fenois livres e ligados) e antifingicos
(BADIALE FURLONG et al., 2020).

O estudo de Zahedipour et al. (2019), mostrou que a atividade de PAL foi
significativamente superior em uvas cultivadas em sistema organico, seus resultados descrevem
um aumento de até 48% comparado aos convencionais, corroborando com a nossa observagao.
El Modafar et al. (2012) relataram que o aumento na atividade de PAL e o actimulo de
compostos fenolicos levava a uma resisténcia sistémica adquirida pela via do acido salicilico,
reforgando o envolvimento da via dos fenilpropanoides na indugdo de reacdes de defesa das
plantas. Também tem sido discutido que as enzimas da via fenilpropanoide sio reguladas por
complexos multienzimaticos organizados. Acredita-se que esta organizagdo aumente a
concentracdo local de enzimas e de seus substratos e com isso, de forma sinergética,
proporcione o aumento da eficiéncia dos mecanismos de defesa. Um dos fatores que podem
explicar a alta atividade da PAL no tomate Italiano do cultivo organico como resposta ao

manejo.
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3.3 RELACOES ENTRE O COMPORTAMENTO DAS ENZIMAS NAS VARIEDADES
DE TOMATE.

A Analise de Componentes Principais, PCA (Figura 1) foi aplicada para avaliar a
relacdo entre todas as enzimas determinadas nas diferentes variedades de tomates. Os valores
mostraram que o conjunto de dois componentes principais (PCs) representaram 88,5% da
variagdo total, o PC1 explicou 55,3% no conjunto de dados, enquanto o PC2 explicou 33,2%
da variacao. A atividade de PAL apresentou uma correlagdo positiva e significativa com a PPO
(0,92) e PO (0,94) enquanto que PPO correlacionou-se positivamente com a PO (0,98), da
mesma forma que a PG apresentou uma correlagdo de 0,92 com a INV (Apéndice 3). Estas
correlagdes reforgam que em um fruto maduro a atividade destas enzimas, que determinam as
diferentes caracteristicas de qualidade, atuam sinergisticamente para transformar os substratos

acumulados durante a formagao da estrutura do fruto.

Figura 1 - PCA das atividades enzimadticas considerando variedade e cultivo das amostras

de tomate
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A PCA também mostrou que as atividades de INV e a de PG foram as que melhor
se correlacionaram na amostra de tomate Cereja convencionalmente cultivado, sugerindo que
os frutos estavam com a atividade respiratoria mais elevada em relagdo aos demais,

possivelmente ocasionado por causas abidticas, como o periodo da colheita.
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As atividades enzimaticas das enzimas PAL, PO e PPO nas amostras de tomate
Italiano do cultivo organico estavam mais correlacionadas, indicando que, se 0 mecanismo de
defesa que decorre da atividade destas enzimas foi afetado pelo cultivo e que este representa
um estresse para o fruto. Também ficou evidenciando que o cultivo organico esta relacionado
com estes indicadores de defesa visto que, a atividade destas enzimas apresentou correlagdo

negativa com aquelas dos tomates de cultivo convencional.

4 CONCLUSAO

Cada variedade de tomate apresentou mecanismos bioquimicos caracteristicos ¢
estes ndo mostram uma tendéncia definida com relagdo ao efeito do manejo das culturas, sendo
a excegdo a atividade da fenilalanina-amoénia-liase (PAL). A atividade desta enzima nas
amostras de tomate da variedade Italiano diferiu em comportamento e grandeza em resposta ao
tipo de cultivo. A PCA mostrou que nesta variedade, as atividades de oxido redutases estavam
positivamente correlacionadas com o manejo organico. Faixas distintas de atividade da PAL
para as variedades podem ser estabelecidas para aplicar este marcador na rastreabilidade de

tomates, em especial para a variedade Italiano.
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ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE EXTRATOS FENOLICOS DE TOMATES DE
CULTIVO ORGANICO E CONVENCIONAL

RESUMO

Doengas fingicas sao reconhecidas como a principal causa da decomposi¢ao de frutas durante
0 armazenamento ¢ transporte, isto é principalmente causado por espécies de fungos
Penicillium, Botrytis, Aspergillus e Aletrnaria. Estudos j4 mostraram resultados promissores na
utilizagdo de compostos fendlicos como uma medida para controle de contaminacgdo por esses
micro-organismos. Em vista disso, o objetivo deste estudo foi verificar o efeito de compostos
fenolicos extraidos de tomates de diferentes variedades e cultivo contra cepas de Penicillium
expansum, Penicillium verrucosum e Aspergillus ochraceus de forma a contribuir com a tomada
de medidas de mitigagdo da contaminagdo usando técnicas amigaveis. Foram determinados os
compostos fendlicos livres e os aminoacidos de defesa presentes nos tomates. A atividade
antifungica foi realizada por ensaio em microplacas e a concentragdo minima inibitoria (MIC)
e a concentra¢do fungicida minima (MFC) foram determinadas. Os extratos fenolicos dos
tomates de cultivo convencional apresentaram melhores inibi¢des contra os fungos ¢ essa
inibicao pode ser explicada pela presenga do acido cafeico nesses tomates. As variedades de
tomates mostraram repostas semelhantes com relagdo a atividade antifungica. Os aminoacidos
prolina e cisteina diferiram conforme o manejo e, portanto, podem ser usadas como marcadores
de cultivo.

Palavras-chave: Acido cafeico. cisteina, prolina. Aspergillus ochraceus. Penicillium

expansum. Penicillium verrucosum.

1 INTRODUCAO

Os frutos sdo susceptiveis a doengas no campo, no pos-colheita e durante o
armazenamento, em consequéncia de sua composicdo rica em carboidratos e agua livre
(COLMAN et al., 2018). Danos fisicos, como cortes e feridas, durante a colheita, embalagem,
transporte e armazenamento facilitam a entrada de patdgenos. Entre os patdogenos que
contaminam estes tecidos estdo os fungos, principalmente espécies de Penicillium, Botrytis,
Aspergillus e Alternaria que além de promoverem a degradagao do tecido podem ser produtores
de micotoxinas (HERNANDEZ et al., 2021).

Para gerenciamento de doencas e infec¢des fungicas vem sendo empregados: o
melhoramento genético (KRISHNA et al., 2021), a estimulacdo dos mecanismos naturais de
defesa (EL-SAMAWATY et al., 2021), o manejo das culturas (AWAN; SHOAIB; KHAN,
2019) e, o mais empregado, o controle quimico com fungicidas sintéticos (MARZOUG et al.,

2011). O impacto adverso do emprego de pesticidas na satide humana e no meio ambiente vem



94

sendo frequentemente demonstrado, o que tem motivado a busca por estratégias amigaveis para
reduzir o emprego de pesticidas para mitigar as perdas por ataque de patégenos nas diferentes
etapas da cadeia produtiva.

O efeito antioxidante e antimicrobiano de compostos fenolicos presentes em
matrizes alimentares tem se mostrado promissor para prevenir a contaminagao fingica em suas
fontes originais, para aplicacdo como conservadores em diferentes etapas da cadeia produtiva.
(CHRIST-RIBEIRO et al., 2019; SCAGLIONI et al., 2018, 2019b; TELLES; KUPSKI;
FURLONG, 2017). O cultivo organico vem sendo uma pratica que tem sido estimulada por ser
sustentavel e por propiciar maior aporte destes compostos bioativos, porém os resultados,
comparativamente aos do sistema convencional, tem sido controversos (CARRILLO et al.,
2019; CUNHA et al., 2014; MARTI{ et al., 2018).

O tomate (Solanum Ilycopersicum), um fruto de destaque nas cadeias
agroindustriais, € bastante susceptivel a contaminagdo fingica. Por isso, durante o manejo de
sua cultura sdo empregados diversos pesticidas, cujos residuos sdo frequentemente detectados
nele e seus produtos (DOS SANTOS et al., 2019). Embora este fruto possua alegagdo de
funcionalidade por sua riqueza em compostos bioativos (fenilpropanoides e outros) pouco se
tem explorado quanto a relacdo entre estes e o potencial natural de defesa contra a contaminagao
micotoxicologica.

Dentre os possiveis contaminantes fungicos em tomates encontram-se espécies
toxigénicas como o Penicillium expansum (PERRE et al., 2015). Ele ¢ conhecido como mofo
azul que torna o produto inaceitavel, além de produzir a micotoxina patulina (CUNHA et al.,
2014; HE et al., 2019). Outra espécie do mesmo género, Penicillium verrucosum esta associado
a doencas em frutas secas, uvas e vinhos, bem como a produ¢do de micotoxinas como a
ocratoxina A (ORTIZ DE ELGUEA-CULEBRAS et al., 2016). Outro fungo, produtor de
ocratoxina A, é o Aspergillus ochraceus, contaminante frequente em diversos produtos
agricolas, como cereais, café¢, cacau e frutas (MENG et al., 2020). Relatos de micotoxinas de
Alternaria em tomates sao bastante comuns (BERARDIS et al., 2018; DONG et al., 2019).

Embora os teores de compostos fendlicos nos tomates merecam destaque em
relacdo a outras fontes (RODRIGUES et al., 2021) os efeitos protetores contra danos
patologicos sdo determinados pelo perfil e ndo pelas concentragdes totais deles. A sua acao
antimicrobiana decorre da inviabilizagdo das cé€lulas fingicas, reduzindo a permeabilidade, a
comunica¢do, a manifestacdo genética e a atividade respiratéria (ORTIZ DE ELGUEA-
CULEBRAS et al., 2016). Também relacionados com as estratégias de defesa natural estdo

alguns aminoacidos (acido glutdmico, prolina, cisteina e arginina) importantes para a defesa do
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tecido porque participam na sinalizagdo e nas vias de formacao de compostos fendlicos (JIN et
al., 2019; YANG et al., 2020).

No entanto, apesar da importancia do consumo de tomates por serem ricos em
compostos bioativos, em especial os compostos fenodlicos e aminoacidos associados, estes vem
sendo pouco explorados para o estabelecimento de técnicas menos danosas a saide humana e
ao meio ambiente. Assim, para preencher esta lacuna foi objetivo deste estudo avaliar o efeito
de extratos fendlicos e conteudo de acido glutamico, prolina, cisteina e arginina em tomates de
variedades comerciais provenientes de cultivo convencional e orgadnico contra cepas de
Penicillium expansum, Penicillium verrucosum e Aspergillus ochraceus, visando contribuir
para a tomada de medidas de mitigacdo da contaminagdo micotoxicoldgica usando técnicas

amigéveis no manejo das culturas deste fruto.

2  MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAS E COMPOSICAO DOS TOMATES

Tomates das variedades Caqui, Cereja, Italiano, Longa Vida foram cultivados em
condi¢des de campo no sul do Brasil. As amostras foram coletadas aleatoriamente a cada dois
meses durante o ano de 2019. Um quilo de cada variedade de fruta foi escolhido por tamanho,
cor e textura em mercados onde havia grande rotacdo de produtos. Os tomates cultivados em
sistema de cultivo organico possuiam o selo de certificacio do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA), obedecendo aos mesmos critérios dos anteriores para a
coleta. A uniformidade das amostras analiticas, em termos de maturacdo foi determinada pela
relagdo aglcar/acido, enquanto os pardmetros de cor foram determinados por colorimetria
(RODRIGUES et al., 2021). Tomates inteiros foram fragmentados, liofilizados (liofilizador
Liotop, Modelo L101) e armazenados a - 4 ° C até a realizagcdo dos experimentos.

O tomate Longa Vida por ser cultivado apenas no modo convencional foi utilizado

como referéncia para a anélise dos demais.

2.1.1 Determinacio de compostos fenolicos

Os compostos fenolicos foram extraidos e identificados pelo método proposto por
Scaglioni et al. (2014) com adaptagdes. Quinhentos mg de amostra liofilizada foram

homogeneizados com 20 mL de etanol 80% em um agitador horizontal por 10 min. O extrato
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foi filtrado pelo papel filtro Whatman n°® 4 e o volume foi aferido até 25 mL com etanol 80%.
O teor de fendis soluveis em etanol foi determinado pela reacdo de oxido redugdo com o
reagente Folin-Ciocalteau. O cromoforo reduzido foi quantificado em espectrofotémetro a 750
nm; sendo a concentragio estimada por uma curva padrio de acido galico (de 0 a 25 pg mL ™).
O perfil de acidos fenolicos foi determinado em HPLC (Shimadzu, Téquio, Japao, CLASS-
MI10A) acoplado com um detector DAD e coluna Cis (4,6 x 250 mm, 5 mgs; Discovery, EUA).
A vazio de eluigdo foi de 0,7 mL.min ' a 35 °C com o uso de metanol e 4gua acidificada (4cido
acético de 1%) como fase movel na razdo de 20 : 80 (v/v) para 25 min; a absor¢do foi
determinada em 280 e 320 nm (SCAGLIONI et al., 2014). Os &cidos fendlicos foram
identificados em comparagdo com o tempo de retencao dos padrdes de referéncia obtidos de
Sigma Aldrich: acido cafeico, clorogénico, p-cumarico, feralico, géalico, p-hidroxibenzoico,
protocatecoico, siringico e 4cido vanilico. A quantificagdo dos acidos fenolicos foi realizada
usando as curvas analiticas individuais de cada composto.

A determina¢do dos flavonoides foi realizada pelo método proposto por Santos-
Buelga et al. (2012) com adaptagdes. A mistura foi analisada em HPLC (Shimadzu, Téquio,
Japao, CLASS-M10A) acoplado a detector DAD e coluna Cis 100 Kromasil Sum (4,6 x 150
mm), operada a uma vazdo de 0,8 mL.min ! a 35 °C, fase mével constituida de 4gua acidificada
(A) (4cido formico 0,1%) e acetonitrila (B) em gradiente. A corrida cromatografica foi de 30
min e os sinais de absor¢do foram determinados em 320 e 370 nm. A identificacdo e
quantificagdo foram realizadas por comparacdo do tempo de reten¢do e da curva analitica de

catequina, quercetina e rutina (Sigma Aldrich) respectivamente.

2.1.2 Determinacio de aminoacidos

Os padroes de aminoécidos (Sigma Aldrich) usados foram acido glutamico, prolina,
cisteina, fenilalanina e arginina. Foi preparado uma solu¢do estoque de padrdes, composta por
9,8 g de citrato de sddio dihidratado, 8 mL de acido perclorico 60% e 480 mL de agua ultrapura
(pH 2,2) e a massa de aminoacidos era tomada para que a solugdo tivesse a a concentragao de
3 pmol. mL.

Foram pesadas 0,02 g de tomate liofilizado e adicionado 2,5 mL de acido cloridrico
6 M, a mistura foi mantida em autoclave (100 °C e 1 atm) durante 8 min. O material hidrolisado
foi filtrado em filtro de celulose 0,45 pm e colocado em banho de areia a 110 °C até completa

evaporacao do acido. Foram realizadas 5 lavagens com 5 mL de 4gua ultrapura e deixado
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evaporar em banho de areia. O residuo seco foi ressuspenso em 25 mL com agua ultrapura e
injetado em HPLC-FL.

Os aminoacidos foram identificados e quantificados em HPLC-FL (Shimadzu, LC-
20AD, Téquio, Japao) acoplado a derivatizador pés-coluna e coluna Shim-pack Amino-Na (100
mm X 6 mm). A elui¢do foi realizada em corrida de 45 minutos no modo gradiente com as
solugdes A (tampao acido citrico 0,2 M pH 3,2), solugdo B (4cido citrico, acido bdrico e
hidréxido de so6dio 0,2 M pH 10) e solugao C (hidréxido de so6dio 0,2 M). O gradiente de elui¢ao
utilizado foi o seguinte: 0-9 min 100% de A; 9-13 min 93% de A e 7% de B; 13-17,2 min 92%
A e 8%B; 17,21-20,80 min 89% A e 11% B; 20,8-20,81 min 50% A e 50% B; 20,81-22 min
42% A e 58% B; 22-22,01 min 85% B; 22,01-29,3 85% B; 29,31-33 min 100% C; 33-35 min
0% C; 35-36,5 min 0,6 mLmin™'; 36,5-43,30 min 0,7 mL min™'; 43,30-44 min 0,6 mL min™". A
derivatizag¢ao pos-coluna foi realizada com solug¢ao tampao contendo carbonato de sodio (0,384
M), acido bérico (0,216 M) e sulfato de potassio (0,108 M). Essa solucdo foi dividida em duas
partes, em uma foi adicionada 1% hipoclorito de sédio e na outra N-acetil-L-cisteina e
ortoftalaldeido. Os comprimentos de onda para deteccdo foram de 350 nm para excitagdo e 450
nm para emissao. A identificagdo de aminoacidos foi realizada comparando os tempos de
retengdo com padrdes e quantificagdo em curva analitica para cada aminoacido. Foram
determinados os limites de deteccao (LOD) e quantificacdo (LOQ) para cada padriao de
aminoacido (DENARDI-SOUZA et al., 2018).

2.2  AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

A inibicdo fungica foi avaliada pela a¢do do extrato fendlico sobre os fungos
Penicillium expansum, Penicillium verrucosum e Aspergillus ochraceus. Os esporos fungicos
foram estriados nas placas contendo 25 mL de agar batata dextrose (PDA) e foram adicionados
50 pL de extrato fendlico nas placas onde eram realizados os experimentos de atividade
antiflingica. As placas foram mantidas a 25 °C por 72 h, ap6s foi realizada a medida do didmetro
do halo de inibigdo, considerando positivos para a atividade antifingica os halos maiores que
I15mm. O mesmo experimento foi realizado em um controle o qual foi adicionado 50 puL de

uma solu¢do de etanol 80% (DENARDI-SOUZA et al., 2018a).
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2.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (do inglés
Minimal Inhibitory Concentration - MIC) E CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA
(do inglés Minimal Fungicide Concentration -MFC)

O ensaio foi realizado em microplacas estéreis de 96 pogos, onde um volume de
100 uL de extrato fenélico (em etanol) em concentragdes variando entre 6 a 12 pg mL™ ! foram
adicionados. Cada pogo foi inoculado com 100 puL de suspensdo de 5 x 10* esporos mL™ ! em
caldo batata dextrose (PDB). No controle negativo foi adicionado suspensao de esporos sem
qualquer tratamento. As placas foram incubadas a 25 °C por 72 h. A MIC foi definida como a
concentracao mais baixa do extrato fendlico, onde os fungos nao mostram qualquer crescimento
sob observagdo visual. Apds obtencao do MIC, quatro repeti¢des de cada microensaio foram
realizados. A MFC corresponde a menor concentracdo de extrato em que o crescimento da
subcultura foi evitada e foi determinada apds estimativa do MIC, a dilui¢do correspondente ao
MIC foi subcultivada em placas de PDA. Apds 72 h de incubagdo a 25°C, o resultado de MFC
obtido (DENARDI-SOUZA et al., 2018a).

2.4 ANALISE ESTATISTICA

A Analise de Variancia ANOVA foi aplicada aos resultados de compostos
fenolicos, aminoacidos e atividade antifiingica, seguida pelo teste de Tukey, com 95% de
confianga entre variedades de tomate e modo de cultivo. A andlise foi realizada pelo programa

Statistica 7.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fenolicos sao metabdlitos secundarios produzidos como agentes de
defesa da fruta cujo conteudo e perfil num tecido vegetal ¢ afetado por varidveis bidticas
(variedade) e abioticas (manejo da cultura). O conteudo de compostos fenolicos das variedades
de tomate cultivados no modo convencional e organico estdo na Tabela 1.

Nao foi identificada variacdao significativa entre os cultivos, mas em relagdo a
variedade o conteudo fenodlico do tomate Italiano convencional e organico diferiu

significativamente dos demais, isso mostra que apesar de submetidos a diferentes cultivos uma
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variedade especifica pode se destacar dos demais. Alguns autores que estudaram diferentes
variedades de tomates ja demonstraram isso em suas pesquisas, Coyago-Cruz et al. (2017)
relataram que os tomates da variedade Cereja (Sumerbrix e San Marzano) possuiam 3,5 mg.g’!
de compostos fendlicos e para tomates da variedade “Daniella” 2,8 mg.g™'; Vinha et al. (2014)
evidenciaram em tomates de cultivar “Redondo” 2,8 mg.g™! de compostos fenélicos e Cortés-
Olmos et al. (2014) obtiveram uma faixa de 0,3 a 0,8 mg. g! para 16 variedades de tomates
tipicamente consumidos na Espanha. Estas informagdes corroboram com a hipodtese de que a

caracteristica varietal interfere no conteudo fendlico.

Tabela 1 - Compostos fenolicos soliveis em etanol (mg g!) e o perfil de acidos fenélicos e

flavonoides (ng g!) presentes nos tomates de cultivo convencional e organico

Tomate Fenois Cafeico Clorogénico Protocatecoico Siringico Quercetina Rutina

Cultivo Convencional

Caqui 24,32 4,2 5.4 4,2 - 18,8 36,7
Cereja 24,6 4,0 42,3 68,0 - 56,7 33,8
Italiano 21,0° 4,0 5,1 12,2 - - 13,8
Longa Vida  26,5%® 5,0 23,1 59,4 - 40,0 12,1
Cultivo Orgéanico
Caqui 27,7% - 25,0 61,5 - - 77,8
Cereja 31,28 - 231,4 66,0 22,0 74,6 120,5
Italiano 30,4° - 232 65,2 - 37,0 12,8

<LOD = Abaixo do limite de detecgdo (acido cumarico, ferulico, galico, hidroxibenzoico, vanilico e catequina).
Cafeico, clorogenico, p-cumarico, p-hidroxibenzoico, protocatecoico, vanilico, quercetina, rutina (LOD = 1,5 ng.
mL); ferulico, siringico (LOD = 3,0 ng. mL™!); galico (LOD = 6,0 ng mL"!); catequina (LOD = 9,0 ng mL™!).

Uma relagdo entre contetido fenolico e capacidade de resisténcia em tomates foi
observada por Awan, Shoaib e Khan (2019), os tomates que estavam inoculados com esporos
de Alternaria solani apresentaram um aumento significativo de 45-80% em tomates
classificados como altamente resistentes € um aumento de 35-42% em tomates classificados
como resistentes em comparagdo com o seu controle. Mas, além disso, realizar a identificagdao
de diferentes acidos fenodlicos e flavonoides ¢ imprescindivel para relacionar o perfil dessas
substancias com a capacidade antifingica (CHRIST-RIBEIRO et al., 2019; SCAGLIONI et al.,
2019; SILVA et al., 2019).

Martins et al. (2015), destacaram as capacidades antifiingicas do acido cafeico,

acido clorogénico e acido galico contra algumas espécies de Candida e a atividade antifiingica
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dos flavonoides, hesperidina e naringina, extraidos de frutas citricas contra o crescimento de
Aspergillus, Fusarium e Penicillium foi constada por Salas et al. (2016).

No perfil de 4cidos fenodlicos e flavonoides dos tomates em estudo, o primeiro ponto
a se observar ¢ que o cultivo interfere nas proporg¢des deles comparando as mesmas variedades
provenientes de diferentes manejos no campo. O acido cafeico estava abaixo do limite de
detec¢do nas amostras de tomate organico.

O tomate Cereja proveniente do cultivo organico apresentou 10 vezes mais acido
clorogénico que os outros tomates e ¢ o unico tomate que possui acido siringico. Com relagao
aos flavonoides, a catequina nao foi detectada em nenhum tomate e quercetina e rutina estavam
presentes em maiores quantidades no tomate Cereja organico, apresentando 74,6 ug.g! e 120,5
ng.g!l, respectivamente. Os 4cidos clorogénico, protocatecoico e rutina apresentaram
diferengas com relag@o ao cultivo, sugerindo que estes poderiam ser usados como marcadores
de cultivo.

Neste estudo o contetido fenolico e o perfil fenolico foram diferentes quando
comparadas com os outros autores, como Coyago-Cruz et al. (2017) que observaram que o
acido hidroxibenzoico e quercetina estavam presentes em maiores quantidades em todas as
variedades de tomates estudadas e Choi et al. (2014) que relataram que o flavonoide naringenina
estava em destaque no seu estudo. Além das diferencas varietais a escolha do solvente extrator
também pode influenciar no perfil fendlico, cabendo salientar que os autores citados utilizaram
metanol como solvente extrator, diferente deste estudo onde foi utilizado o etanol. Acidos
fenolicos ocorrem na natureza sob a forma insolavel ou ligada, enquanto que flavonoides estdo
presentes de forma conjugada (ligadas a agucares) e ao utilizar etanol na extragdo tem-se uma
tendéncia em aumentar a extracdo destes que estdo sob a forma conjugada (ACOSTA-

ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014).

3.2  PERFIL DE AMINOACIDOS

Para se adaptar as condigdes de estresse, um dos mecanismos que as plantas
utilizam ¢ a sintese de aminoacidos como prolina, acido glutdmico, cisteina e arginina, por este
motivo este estudo buscou avaliar também o conteudo destes aminoacidos nos tomates (Tabela
2). Os aminoécidos podem ter participagdo ativa, juntamente com os compostos fenolicos, na
inibi¢do fingica. Dessa maneira, atuam de forma complementar no mecanismo de defesa, o que

reforga a importancia de compreender seu papel no sistema de cultivo.
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A fenilalanina ¢ o aminoacido derivado da via do acido chiquimico e atua como
percursora da sintese de compostos fendlicos (ALFOSEA-SIMON et al., 2020). Neste estudo,
o conteudo de fenilalanina nao diferiu entre os cultivos e nem entre as variedades.

O acido glutamico possui o papel na sinalizagao de defesa e participa da sintese de
outros aminoacidos como a arginina e prolina (JIN et al., 2019) foi o que apresentou as menores
concentragdes em relagdo aos demais aminoacidos relacionados a defesa natural nas plantas.
Seus teores nao diferiram com relacdo a variedade nem cultivo. Os niveis de arginina nao
diferiram em funcdo dos cultivos ¢ seus maiores teores foram detectados nos tomates da
variedade Italiano cultivados sob manejo convencional (6,2 pg g'1) e Cereja do manejo

organico (5,2 pg g™).

Tabela 2 - Perfil de amino4cidos (ug g™!) presentes nos tomates de cultivo

convencional e organico

Tomate Acido Prolina Cisteina  Fenilalanina Arginina
glutamico
Cultivo Convencional
Caqui 0,72+£0,02 92*+51 16,1*+£9,0 1,72+£0,06 3,7°+1,5
Cereja 0,72+0,02 3,7°+03 12,3®+35 1,5+0,1 3,1+ 1,8
Italiano 0,72+ 0,01 24°+0,1 94%+09 1,72+ 0,2 6,2* +0,2
LongaVida 0,7°+0,06 2,3°+0,1 10,0®+04 1,6°+0,1 4,5°+17
Cultivo Organico

Caqui 0,6+ 0,02 - 1,4°£0,2 1,66£0,01  3,4%+1,1
Cereja 0,7 £ 0,05 - 1,8+£0,05 1,7+£0,02 52*+0,7
Italiano 0,6°+0,05 1,7°+0,6 11,7%°+0,3 1,6°+0,02 1,7°+0,4

Resultados expressos em média e desvio padrdo. Letras subscritas na mesma coluna indicam diferenga entre
variedade e cultivo (p<0,05). Prolina (LOD = 0,1 pg mL").

A prolina ¢ um aminoacido que desempenha o papel na regulagdo osmotica celular
e na mitigacdo dos danos das espécies reativas de oxigénio (ROS) (LIMA et al., 2019). A
demonstragdo de seu papel na regulacdo osmoética em tomates € o aumento dos seus niveis em
fungdo do estresse salino (ALFOSEA-SIMON et al., 2020) e por isto pode ser usada como um
indicador negativo de tolerdncia a salinidade. De forma similar ao estresse salino a
contaminac¢do fungica pode representar uma alteracdo na osmolaridade celular, pois o fungo
contaminante hidrolisa os carboidratos das paredes celulares para seu desenvolvimento
(HEIDTEMANN-BEMVENUTI et al., 2016), assim elevados teores de prolina sugerem que o
fruto pode possuir melhor capacidade de resistir aos danos osmaticos provenientes do ataque

de patogenos. Neste estudo os tomates de cultivo convencional apresentaram maior conteudo
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de prolina, indicando, portanto, que estes seriam os mais resistentes a variagdo osmotica. Nos
tomates das variedades Caqui e Cereja submetidos ao cultivo organico, a prolina estava abaixo
dos limites de detec¢ao do método, isto sugere que estas variedades podem ser mais susceptiveis
ao ataque fingico ou que utilizam outros mecanismos para inibi¢ao de patogenos.

A cisteina pode estar envolvida na sinaliza¢do de doengas em plantas e participa da
sintese de compostos que contém enxofre em sua estrutura, como as fitoalexinas. O contetido
de cisteina pode estar correlacionado com a resisténcia das plantas e com respostas de
hipersensibilidade ao estresse bidtico decorrente da contaminagdo fungica (ROBLIN et al.,
2018) e mais resistentes ao estresse. Nas amostras estudadas, este aminodcido foi o mais
abundante e as excecdes novamente foram aquelas das variedades Caqui e Cereja de cultivo
organico.

As diferencas observadas nos teores de prolina e cisteina nos tomates Caqui e
Cereja do cultivo organico sdo potenciais marcadores do tipo de cultivo e os niveis deles podem
ser uteis, junto com outros compostos, para a rastreabilidade de tomates disponiveis no

comércio.

3.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA, MIC E MFC DOS EXTRATOS FENOLICOS DE
TOMATES DE CULTIVO ORGANICO E CONVENCIONAL

Partindo do fato de que os perfis dos aminoécidos de defesa das amostras de tomate
nao mostraram uma diferenca marcante entre as variedades, mas sim em relagcdo ao cultivo e
que estes sao sinalizadores para o desencadeamento da sintese de compostos de defesa, como
os fenois, os extratos deles foram escolhidos para serem avaliados quanto aos seus potenciais
de inibicdo do crescimento fungico. O efeito antifingico de compostos fendlicos ja tém sido
demonstrado por diferentes autores que também enfatizaram que este ¢ determinado pelo perfil
fenolico (CHRIST-RIBEIRO et al., 2019; SCAGLIONI et al., 2019a; SILVA; SOUZA;
BADIALE-FURLONG, 2020; TELLES; KUPSKI; FURLONG, 2017). No caso deste estudo
foram avaliados quanto a capacidade de inibir o desenvolvimento das espécies toxigénicas de
Penicillium e Aspergillus para inferir sobre o papel destes compostos na resisténcia dos frutos
a estes patogenos.

O primeiro indicativo da atividade antifungica dos extratos foi o didmetro do halo
de inibi¢do do fungo (Figura 1). Todos os halos foram maiores que 15 mm (Tabela 3), o que
indicou que os extratos possuem capacidade de inibir o desenvolvimento fungico. Os didmetros

dos halos de inibi¢ao promovidos pelos extratos fendlicos das variedades Caqui, Cereja e
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Italiano do cultivo organico foram significativamente menores quando aplicados nos cultivos

das espécies de Penicillium. No tratamento controle nao foi possivel observar inibicao.

Tabela 3 - Halo de inibi¢do (cm) dos extratos fendlicos dos tomates de cultivo convencional e

organico
Tomate P. expansum P. verrucosum A. ochraceus
Halo Halo Halo
Cultivo Convencional
Caqui 2,7+ 0,08 2,7+ 0,05 2,4+ 0,04
Cereja 2,82+ 0,05 2,7+ 0,1 2,22+ 0,05
Italiano 2,7+ 0,05 2,6°+ 0,06 2,4*+0,1
Longa Vida 2,5°+0,2 2,77+ 0,03 2,4*+0,3
Cultivo Organico
Caqui 2,4°+0,1 2,2°+0,2 2,32+ 0,06
Cereja 2,52+ 0,05 2,0°+0,3 2.4*+ 0,08
Italiano 2,5°+£0,3 2,3*+ 0,05 2,22+0,2

Resultados expressos em média e desvio padrdo. Letras subscritas na mesma coluna indicam diferenca entre
variedade e cultivo (p<0,05). O tratamento controle ndo apresentou halo de inibi¢éo.

Figura 1 - Atividade antifingica dos extratos fendlicos
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Na Tabela 4 estdo os valores de MIC e MFC dos extratos fenolicos aplicados nas
espécies fungicas. Os menores valores de MIC foram verificados nos extratos fendlicos das

variedades de tomate provenientes do cultivo convencional. A presenga do acido cafeico
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detectada neles pode estar associada a esta inibi¢do. Em um estudo realizado por LIMA et al.
(2016), o efeito antimicrobiano do acido galico, acido cafeico e pirogalol contra Candida
tropicalis ocorria quando era empregada a concentracdo de 1,0 pg.mL™, que pode ser
considerada elevada. No caso do nosso estudo, os niveis de MIC foram menores pois o efeito
sinergistico de compostos fendlicos, j& amplamente demonstrado, contribuiu para essa reducao,
estando de acordo com o trabalho de Scaglioni et al. (2019b).

Espécies de Aspergillus geralmente competem com espécies de Penicillium pelo
dominio da flora fungica. Aspergillus possui menos diversidade de espécies do que Penicillium,
mas compensa pela capacidade de crescer em temperaturas mais altas ou atividade de dgua mais
baixa, geralmente crescem mais rapidamente do que Penicillium, embora demorem mais para
esporular, no entanto, seus esporos sao mais resistentes a luz e produtos quimicos (PITT;
HOCKING, 2009). Esses atributos se mostraram evidentes quando ndo foi verificado efeito
fungistatico dos extratos quando aplicados para inibir as espécies de Penicillium verrucosum e
Aspergillus ochraceus. Os extratos dos tomates de cultivo convencional mostraram efeito

fungistatico semelhante contra o Penicillium expasum.

Tabela 4 - Concentragcdo minima inibitoria (MIC) e a concentracdo fungicida minima (MFC)

dos extratos fenélicos expressas em (ug mL™!)

Tomate P. expansum P. verrucosum A. ochraceus
MIC MFC MIC MFC MIC MFC

Cultivo Convencional

Caqui 02°+0,3 03*+0,1 0,2°+0,3 n.d 0,2°+0,3 n.d
Cereja 0,2°+1,8 03*+1,1 0,2°+1,8 n.d 0,2°+ 1,8 n.d
Italiano 0,1°+1,6 03*+13 0,1°+1,6 n.d 0,1+ 1,6 n.d

Longa Vida 0,2°+0,5 04°+0,4 0,2°+0,5 n.d 0,2°+ 0,5 n.d
Cultivo Orgéanico

Caqui 0,5+ 0,3 n.d 0,5+ 0,3 n.d 0,5+ 0,3 n.d
Cereja 0,4*+1,3 n.d 0,4*+1,3 n.d 0,4*+1,3 n.d
Italiano 0,4*+ 0,8 n.d 0,4*+ 0,8 n.d 0,2°+0,8 n.d

n.d = ndo detectado Resultados expressos em média e desvio padrdo. Letras subscritas diferentes na mesma coluna
indicam diferenca entre cultivo e variedade (p<0,05).

Os dados reforcam que a combinacdao de diversos compostos de defesa (4acidos
fenolicos, aminoacidos e enzimas) ¢ que determinam a susceptibilidade das variedades de
tomates a contaminacdo por fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium. Aparentemente, o
cultivo convencional promove a formacdo de um perfil fenolico com maior capacidade

inibitoria contra a contaminagao fungica. Considerando que este estudo ¢ um dos poucos com
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este foco, ha uma sinalizacdo para a importancia do manejo da cultura, ocorrendo a
manifestagdo de alguns mecanismos de defesa de tomates contra patdogenos.

Estudos envolvendo bases moleculares de resisténcia tém permitido aos
pesquisadores identificar genes cuja manipulagdo por superexpressdo poderia levar a um
melhoramento da resisténcia aos patogenos (BERGOUGNOUX et al., 2014). Por outro lado, a
analise de plantas com alta suscetibilidade a patégenos levou a identificagdo de genes que estao
envolvidos neste processo por silenciamento de genes ligados ao amadurecimento, e desta
forma, foi obtida a variedade de tomate Longa Vida. No entanto, esta pratica pode levar ao
bloqueio de processos que conduzem o desenvolvimento do fruto e afetar na composicdo do
mesmo (PADUCHURI et al., 2010), apesar destes fatos esta variedade apresentou um

comportamento inibitorio a contaminacao fungica (MIC e MFC) semelhante dos demais.

4 CONCLUSAO

Os compostos fendlicos soluveis em etanol apresentaram teores semelhantes,
diferindo apenas no tomate Italiano proveniente do cultivo convencional. Sob o efeito do
manejo das culturas, os niveis dos aminoacidos prolina e cisteina mostraram diferenca nas
concentragdes, sugerindo que podem ser usados como marcadores para a rastreabilidade do
cultivo. Os extratos fendlicos dos tomates de cultivo convencional mostraram-se mais eficientes
contra os fungos Penicillium expansum, Penicillium verrucosum e Aspergillus ochraceus. Essa
inibi¢ao pode ser explicada pela presenga do acido cafeico nesses frutos, visto que, nos tomates
organicos este acido fendlico ndo foi detectado. A atividade fungistatica sé foi verificada nos
extratos fenodlicos dos tomates provenientes do cultivo convencional contra Penicillium

expansum.
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PATULINA E OCRATOXINA A EM TOMATES PROVENIENTES DE CULTIVO
ORGANICO, CONVENCIONAL E EM DIFERENTES ETAPAS DA MATURACAO

RESUMO

O manejo dos cultivos e o estddio de maturagdo tem um papel importante na susceptibilidade
de tecidos vegetais a contaminagao fingica e até na produ¢do de micotoxinas, que permanecem
no tecido mesmo apds a alteracdo ou inativagdo da micota contaminante. Este estudo foi
conduzido para validar um método de determinagdo de ocratoxina (OTA) e patulina (PAT) em
tomates, visando avaliar a ocorréncia em tomates de cultivo organico, convencional e em
diferentes estadios de maturagao dos frutos. As amostras foram de variedades de tomates
disponiveis no comércio que foram caracterizadas quanto a acidez tituldvel, e conteudo de
pectina. OTA foi determinada por QUEChERS/ HPLC-FL. PAT foi determinada por MSPD/
HPLC-DAD. OTA nio foi detectada em nenhum dos tomates estudados e os niveis de PAT nas
amostras foram mais elevados em tomates de cultivo convencional. Esta contaminagdo pode
estar relacionada com a acidez dos frutos, onde as amostras de tomate da variedade Cereja
mostraram os maiores teores de acidez e os maiores niveis de PAT (116,2 ugkg!). O tomate
Caqui apresentou os maiores niveis de contaminagao no estadio de maturagdo vermelho.

Palavras-chave: Acidez. Maturidade. MSPD. QuEChERS. Sistema de manejo.

1 INTRODUCAO

O tomate ¢ um fruto com alto teor de carboidrato e umidade e possui uma casca
fina que o torna bastante vulneravel a contaminagio fungica (COLMAN et al., 2018). A
principal forma de controlar a invasao do fruto por patdogenos tem sido o uso de pesticidas, cuja
aplicacdo indevida vem sendo demonstrada com frequéncia (ARIAS et al., 2014, 2021; DOS
SANTOS et al.,, 2019). Além disso, a aplicacdo de pesticidas parece contribuir para a
manifestagdo do potencial toxigénico em tecidos contaminados por fungos (DORS et al, 2010
e SCAGLIONI et al, 2019)

A exposicao humana aos residuos destes principios ativos afeta o valor nutricional
e funcional dos tomates reduzindo-os além do consequente prejuizos a satide humana. Em vista
disso, tem-se buscado alternativas que ndo sejam danosas ao meio ambiente, mas que possam
garantir a qualidade do alimento, dentre estas destacam-se o cultivo organico (KATZ;
BARROS, 2016). No entanto, neste modelo de manejo das plantas os resultados quanto a

susceptibilidade ao ataque de patdgenos sdo controversos e ndo estd bem esclarecido se esta
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condi¢do impacta a infec¢do fungica e producdo de micotoxinas por espécies toxigénicas
(CUNHA et al., 2014).

Além do manejo, a maturidade do fruto ¢ outro ponto critico para a infeccdo por
patogenos, especialmente em tecidos com elevada atividade de agua. Alguns estudos
demonstram que dependendo do estadio de maturacdo, estes sdo capazes de superar as defesas
das frutas e produzir infec¢des e doencas pds-colheita (VILANOVA et al., 2012). No entanto,
até o momento, sdao escassos os relatos que abordam os niveis de micotoxinas em tomates em
relacao aos diferentes estadios de maturagao.

Os principais fungos encontrados em tomates pertencem ao género Alternaria, cuja
infeccdo diminui o rendimento da produ¢do de tomates entre 50 a 80%. Além disso este género
ainda possui espécies toxigénicas produtoras de &cido tenuazonico, alterotoxinas e outras
(AWAN; SHOAIB; KHAN, 2019; BERARDIS et al., 2018). Outros fungos de géneros como
o Fusarium, Penicillium ¢ Aspergillus também possuem espécies toxigénicas que foram
detectados em tomates (PERRE et al., 2015). Dentre as micotoxinas encontradas em tomates
estao aflatoxina B1, alternariol e patulina (BERARDIS et al., 2018; IQBAL et al., 2018;
SARUBBI et al., 2016; TIAN et al., 2015).

A patulina (PAT) pode ser produzida por espécies de fungos como Byssochlamys,
Penicillium e Aspergillus (SADOK; SZMAGARA; MARIA, 2018) que ¢ frequentemente
encontrada como um contaminante natural de magds e seus produtos, motivando o
estabelecimento de limites méximos aceitaveis determinados em regulamentacdo, pois possui
também efeitos genotodxicos, teratogénicos e imunotoxicos conhecidos (CUNHA et al., 2014).
Ocratoxina A (OTA) ¢ uma micotoxina que pode ser produzida por espécies de fungos do
género Aspergillus e Penicillium, a fonte direta de exposicao pode ser pela ingestdao de produtos
alimenticios, como cereais e produtos a base de cereais, graos de café, frutas secas, especiariais,
vinho, cerveja e suco de uva (HAJOK; KOWALSKA; PIEKUT, 2019). Devido a alta toxicidade
e seus efeitos neurotoxicos, nefrotdxicos e imunossupressores, orientacdes sobre a
concentracdo maxima de OTA em alimentos foram estabelecidas (WANG et al., 2016). A
Unido Europeia (EU) definiu os limites maximos toleraveis (LMT) de ingestdo de patulina em
suco de maci e polpa de maca de 50 pg.kg™! e para ocratoxina A em frutas secas e desidratadas
de 10 pg.kg.

A preocupagdo com a presenga destas micotoxinas em tomates € decorrente do fato
que fungos do género Penicillium, Alternaria, Rhyzopus, Cladosporium, Mucor e Botrytis ja
foram encontrados em tomates (CUNHA et al., 2014). Alguns relataram a ocorréncia de PAT

em 37% das frutas amostradas, em niveis de 3,22 a 47,7 mgkg! (IQBAL et al., 2018;
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RYCHLIK; SCHIEBERLE, 2001; SARUBBI et al., 2016). Sarubbi et al. (2016) mostraram que
alimentos para bebé contendo molho de tomate apresentavam contaminagao com 5,23 ng. mL~
! de PAT. Relatos sobre a presencga de ocratoxina A em tomates ainda ndo foram encontrados.
Este contexto mostra a importancia da determinagdo de PAT ¢ OTA em tomates de
diferentes cultivos e que estdo disponiveis no comércio, a fim de avaliar o risco potencial para
a saide humana em decorréncia do amplo consumo deste fruto na dieta. A primeira estratégia
para conhecer o risco tem sido a proposi¢ao ¢ validagdo de métodos de extracdo e detecgao
delas (CUNHA et al., 2014; DONG et al., 2019; IQBAL et al., 2018; SARUBBI et al., 2016).
A extragdo ¢ um dos principais pontos criticos e neste sentido a técnica de dispersdo da matriz
em fase sélida (MSPD), aplicada para diversos analitos tem chamado a aten¢ao porque permite
num mesmo método a combinacdo de varias etapas em apenas uma, nela toda amostra ¢
homogeneamente dispersa em um suporte sélido (geralmente Cis) e a extragdo dos analitos e a
etapa de limpeza sdo realizadas simultaneamente, com boa recuperacao e precisao (WU et al.,
2008). QUEChERS ¢ um método eficaz para a limpeza de matrizes complexas e envolve um
numero minimo de etapas sendo uma alternativa para economizar tempo e custo por amostra.
Ele consiste em uma etapa de particdo, seguida pela migracdo dos analitos para o solvente, por
meio de salting-out, juntamente com uma etapa de desidratacdo (BERARDIS et al., 2018).
Este estudo foi conduzido para validar um método de determinagdo de PAT
empregando extracdo por técnica MSPD e ocratoxina “A” por QuEChERS, visando avaliar a
ocorréncia delas em tomates de cultivo orgénico e convencional disponiveis comercialmente e
frutos de cultivo experimental em diferentes estadios de maturagdo. Desta forma pode-se inferir
sobre o perfil de susceptibilidade dos frutos a contaminacao e contribuir para o estabelecimento
de medidas preventivas para reducao do risco de exposicdo a PAT e OTA pelo consumo deste

fruto.

2  MATERIAL E METODOS
2.1 REAGENTES

O acetato de etila e acetonitrila de grau HPLC foram adquiridos da J.T.Baker
(Phillipsburg, NJ, EUA). A agua foi purificada por um sistema de purificacdo de dgua Direct-
Q UV3® (resistividade 18,2 MQ cm, Millipore, EUA) (Millipore, Bedford, MA, EUA).

PAT e OTA (pureza > 98%) foram adquiridas pela Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). Solucdes estoque contendo 50 pg mL' de PAT foram preparadas em etanol e
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armazenadas a -18 ° C, a solugdo trabalho foi preparada em etanol na concentracdo final de 2,5
ng mL!. Solugdo estoque de OTA foi preparada em benzeno e acido acético (99:1) na

concentragio de 10 ng mL™! e sua solugdo trabalho continha 1 ng mL™! de OTA.

2.2 AMOSTRAS E SUA CARACTERIZACAO

Tomates das variedades Caqui, Cereja, Italiano e Longa Vida foram cultivadas em
condi¢des de campo no sul do Brasil. As amostras foram coletadas aleatoriamente a cada dois
meses durante o ano de 2019. Um quilo de cada variedade de fruta foi escolhido por tamanho,
cor e textura nos mercados onde havia rotacdo de produtos. Os tomates cultivados em sistema
de cultivo orgénico exibiam o selo de certificacio do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA), obedecendo aos mesmos critérios descritos para sua coleta. As
amostras de tomate da variedade Caqui em diferentes estadios de maturacdo foram coletadas
de um cultivo experimental, aonde foram empregadas sementes comercializadas para
produtores em estabelecimentos de insumos agropecudrios. Elas foram cultivadas sob manejo
organico em canteiro no més de janeiro 2019. Amostras representativas de cada estadio foram
coletadas conforme a quantidade de frutas em cada tomateiro. O estadio de maturagdo em cada
coleta foi definido pela relacao agucar soltvel/acido e parametros de cor determinados por
colorimetria (RODRIGUES et al., 2021). Todos os lotes de amostras foram constituidos por
tomates inteiros que foram fragmentados, liofilizados (liofilizador Liotop, Modelo L101) e
armazenados a - 4 ° C até o momento das determinacdes. Amostras de tomate isentas de
micotoxinas detectaveis foram utilizadas para o desenvolvimento e validagdo dos métodos.

A acidez titulavel foi determinada por volumetria e expressa como grama de acido
oxalico (AOAC, 2000). Fragdes soluveis e insoluveis de pectina foram determinadas pelo
método gravimétrico descrito por McCready & McComb (1952) adaptado por Rodriguez et al
(2021).

2.3 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Para identificar e quantificar OTA foi utilizado um cromatografo HPLC-FL
acoplado com coluna Kromasil C18 (5 x 4,6 mm 150 A) operada a 35 ° C e taxa de fluxo de
0,6 mL.min" de uma fase movel constituida de 4gua acidificada (1% 4cido acético) e

acetonitrila na propor¢ao 50:50. O volume de injecdo foi de 20 pL. O sinal da micotoxina foi
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detectado usando comprimento de onda de excitagdo e emissdo de 333 e 460 nm,
respectivamente. A identificacdo de OTA foi baseada no seu tempo de retengdo (9,5 min) num
total de tempo de execucao de 13 min (KUPSKI, 2015).

Para identificar e quantificar PAT foi utilizado um cromatégrafo HPLC-DAD
acoplado com coluna Gemini C18 (250 x 4,6 mm 110 A) operada a 30 ° C e taxa de fluxo de
0,8 mL.min"! de uma fase moével constituida de 4gua ultrapura e acetonitrila na propor¢io 95:5.
O volume de injecao foi de 20 pL. O sinal da micotoxina foi detectado no comprimento de onda
de 276 nm. A identificacdo de PAT foi baseada no seu tempo de retencao (15,3 min) num total
de tempo de execugdo de 20 min e na comparacdo do espectro ultravioleta do composto na
solugdo padrdo com o espectro do pico na amostra. Testes de pureza de pico também foram

realizados.

2.4 DETERMINACAO DE PAT E OTA

OTA foi extraida pelo método de QuUEChERS adaptado de Fernandes; Barros;
Céamara (2013), 200 mg de tomate liofilizados foram pesados e adicionados 10 mL de
acetonitrila acidificada (1% acido acético) seguidos de agitacdo em vortex por 1 min. Foram
adicionados 2,6 g de uma mistura de sais que continha sulfato de magnésio, cloreto de sodio,
citrato de sodio tribasico e citrato de sodio dibasico na proporc¢ao 8:2:2:1 e novamente agitados
em vortex por 1 min e centrifugados a 3220 x g por 5 min. A etapa de limpeza ocorreu com a
adicao de 2,5 mL de sobrenadante em 150 mg de sulfato de magnésio, 50 mg de silica e agitados
em vortex por 1 min com centrifugagao por 2 min. O sobrenadante foi seco a 60 °C, ressuspenso
em 1 mL de fase moével e filtrado em filtro de membrana de 0,45 para injecdo em HPLC-FL.

A extragdo de PAT do tomate foi realizada de acordo com a técnica MSPD testando
inicialmente diferentes suportes solidos. Para este proposito, 200 mg de amostra e 200 mg de
suporte solido (C;s, celite, areia e casca de arroz) foram pesados, a mistura foi macerada com
um pistilo por 5 min e transferida para um tubo de centrifugacdo. Em seguida, foram
adicionados 5 mL de acetato de etila, o tubo foi agitado em vortex durante 3 min e centrifugado
durante 15 min a 3220 x g. O sobrenadante foi seco a 60 °C, ressuspenso em 1 mL de fase
movel e filtrado em filtro de membrana de 0,45 para inje¢dao em HPLC-DAD. O suporte que
promoveu a maior recuperacdo foi escolhido para a determinacdo da PAT nas amostras de
tomate.

Os métodos propostos foram validados avaliando o limite de detec¢dao (LOD), o

limite de quantificacao (LOQ), a exatidao (recuperagdo), a precisdo (repetibilidade e precisao
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intermediaria) e o efeito de matriz, de acordo com as diretrizes da EC (2006) e ANVISA (2003).
LOD foi determinado pela relagdo sinal/ruido no tempo de retengcdo do padrao. LOQ foi
definido como a menor concentragdo de analito cujo sinal foi detectado com seguranga. A
recuperacio foi determinada em trés niveis de concentragdo (0,1, 1 e 1,5 ng mL™! para OTA e
10, 50 ¢ 100 ng mL"" para PAT) sendo a eficiéncia demonstrada por valores entre 70 e 120%
com desvio padrdo relativo (RSD) < 20%. Para os calculos das recuperagdes foram utilizadas
as areas de pico. Cada nivel de fortificagao foi extraido em triplicado e injetado trés vezes (n =
9).

O estudo do efeito de matriz (EM) foi realizado de acordo com a Equacdo 1,
relacionando a declividade da curva na matriz (Sm) e a curva no solvente (Ss). A curva na
matriz foi preparada usando o tomate da variedade Italiano como referéncia. Valores acima de
100% indicam efeito de intensificagdo e valores abaixo de 100% indicam supressdo média do
sinal do analito. O EM ¢ considerado baixo para uma faixa de supressao / intensificagdo de sinal
de +20%, médio para faixas de + 20% e = 50% e alto para valores maiores que 50% ou menores

que -50% (Economou et al., 2009).

EM (%) = 100 x (1- SS—’") (1)

2.5 APLICABILIDADE DO METODO

Apo6s a validagdo, os métodos propostos foram aplicados para determinar PAT e
OTA em amostras comerciais de tomates proveniente de cultivo organico e convencional das
variedades Caqui, Cereja e Italiano e nos tomates em diferentes estadios de maturagdo da
variedade Caqui. O tomate Longa Vida por ser cultivado apenas no modo convencional foi

utilizado como referéncia para a analise dos demais.

2.6 ESTATISTICA

A anélise estatistica foi realizada usando o software Statistica 7.0 Portable (StatSoft
Inc., Tulsa, USA, 2007). O teste estatistico empregado para comparacdo do método foi ANOVA
seguido de Tukey com nivel de confianga de 95% (p <0,05). Para identificar diferencas entre

os dois sistemas agricolas foi aplicado o teste T de Student.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 VALIDACAO DO METODO E PERFORMANCE ANALITICA

Duas técnicas foram utilizadas para determinar as micotoxinas OTA e PAT. Isto se
faz necessario porque elas possuem propriedades quimicas distintas e requerem técnicas de
extracdo e deteccdo apropriadas para cada uma delas. O emprego das técnicas de extragdo
QuEChERS e MSPD considerou também o aspecto que ambos sao eficientes e geram o minimo
de residuos, conforme a tendéncia de abordagens analiticas amigaveis. No entanto, a eficiéncia
das duas técnicas ¢ dependente da etapa de limpeza especialmente da capacidade do adsorvente
para eliminar interferentes (FERNANDES; BARROS; CAMARA, 2013; PENG et al., 2016).

Sendo o tomate uma matriz de composi¢do complexa, constituido por 9% de
cinzas, 12% de proteinas e 37% de pectina insolivel, com variabilidade dependente da cultivar
e de outros fatores (RODRIGUES et al., 2021) foi necessario primeiramente realizar um teste
para selecionar o suporte solido (Cis, areia, celite e casca de arroz e combinados) para a técnica
MSPD que promovesse a maior recuperacao de PAT da matriz tomate (Tabela 1). Os suportes
nao convencionais testados foram escolhidos por terem sido eficientes em outros estudos onde
a adsor¢do era importante, por serem materiais abundantes na regido ¢ com possibilidade de
reduzir o custo da determinacdo (SANTOS et al., 2019). Para a extracdo de OTA nao foi

necessario estudo do adsorvente.

Tabela 1 - Recuperagdes obtidas para OTA e para PAT usando diferentes adsorventes

Adsorvente Recuperacoes (%)
PAT
Cis 81,5 (1,0)
Areia 21 (0,8)
Celite 3,5 (1,0)
Casca de arroz 17,3 (1,2)
Cig: areia 50 (2,0)
OTA
Silica 80% (0,5)
Resultados expressos em média e desvio padrio relativo. Concentragdo de PAT: 20 ng mL-!. Concentragio de
OTA: 1 ng mL!

Baixas recuperagdes foram encontradas para areia, celite, casca de arroz e Cs:areia.
A ANVISA (2003), o INMETRO e a Comunidade Européia recomendam que as recuperagdes
satisfatorias devem estar entre 70 e 120% com RSD abaixo de 20%. Considerando esta

recomendacao ndo foi possivel empregar um suporte solido alternativo para PAT. Usando Cis
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a recuperacao de PAT foi 81,5% com desvio padrao relativo (RSD) de 1,0% e este foi mantido
para a determinacdo da micotoxina nas amostras de tomates, para OTA a recuperagdo foi de
80% com desvio padrao relativo de 0,5% (Tabela 1).

A fim de garantir um método adequado para o propoésito, foi necessario realizar
uma validagdo experimental. Para isso, os parametros de desempenho como exatidao, precisao,
linearidade, aplicagdo, limite de detec¢dao (LOD) e limite de quantificagdao (LOQ) precisam ser
bem avaliados (Ruiz-Angel et al., 2014). A curva analitica de OTA e PAT, bem como seus
parametros de confiabilidade estdo apresentados na Tabela 2. Os dados mostram que os
métodos sdo adequados para quantificagdo analitica de amostras de tomate, pois atendem as

diretrizes de validagdo (ANVISA 2003, INMETRO 2003, EC 2006).

Tabela 2 - Parametros analiticos para determina¢do de PAT e OTA

Parametros PAT OTA
Curva no solvente y =99,614x + 198,04 y =27644x - 842,8
Linearidade 10 — 200 ng mL! 0,1 —10 ng mL"!
Coeficiente de correlacao 0,9998 0,9997
LOD; 3ngmL! 0,03 ng mL"!
LOQ;i 10 ng mL"! 0,1 ng mL"!
Curva na matriz” y =100,4x —2059,3 y=16441x —2784,2
Efeito de matriz -0.7% 41%
Linearidade 20 —200 ng mL! 0,1 —10 ng mL"!
Coeficiente de correlacao 0,9911 0,9917
LODn, 15ng g! 0,6 ng g’!
LOQm 50 ng g’! 22ngg’!

LOD; — Limite de detcgdo do instrumento; LOQ; — Limite de quantificagcdo do instrumento; LODy, — Limite de
detecgdo do método; LOQn — Limite de quantificacdo do método * em tomates.

As curvas analiticas foram construidas de modo a garantir que tivesse pelo menos
cinco niveis de concentragdo. O efeito da matriz (EM) foi estudado para verificar se a matriz
interfere no sinal do contaminante em questao. Para isso, foi preparada uma curva de solvente
com as solugdes padrao de OTA em acetonitrila e PAT em 4gua: acetonitrila (95;5), assim como
uma curva de matriz para os extratos apés QUEChERS e MSPD. A comparacdo das inclinagdes
mostrou que foi obtido o valor de 41% de EM para OTA e -0,7% para PAT. De acordo com o
Documento da Comissao Europeia SANTE / 11945/2015, valores de EM de até + 20% sao
aceitaveis para tragos de contaminantes de alimentos (SANTE, 2017), indicando que para OTA
o efeito de matriz ¢ alto e para PAT ¢ baixo. Para corrigir esse efeito obtido por OTA, optou-se
por utilizar a curva analitica matricial e, assim, compensar o EM e garantir maior confiabilidade

na quantifica¢do deste analito. Portanto, os métodos desenvolvidos e validados mostraram ser
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confidveis para avaliar a contamina¢do em tomates. A calibracdo com correspondéncia de

matriz mostrou coeficientes de correlacao acima de 0,99.

3.2 APLICABILIDADE DO METODO

A produgdo de tomate ¢ considerada de alto risco devido a suscetibilidade dele a
estresses fisiologicos e ao ataque de pragas e doencas, acarretando a um alto investimento de
recursos financeiros para controle das perdas na cadeia produtiva. A biossintese de micotoxinas
como PAT e OTA ainda tem sido bastante estudada, mas ha relatos que informam que a
adaptacdo do fungo ao produto, a diferentes ambientes e a composi¢cdo dos alimentos podem
promover a produ¢do das micotoxinas, o que significa um grande desafio para a seguranca de
alimentos (GEISEN; SCHMIDT-HEYDT; TOUHAMI, 2018). Entao, baseado em alguns
autores que evidenciaram que a composi¢do do alimento pode influenciar no contetido das
micotoxinas e os relatos das ocorréncias das espécies produtoras em tomates, este estudo buscou
relacionar a acidez com a presenca de OTA e PAT.

A OTA (Tabela 3) ndo foi detectada em nenhuma das amostras de tomate estudadas
da mesma forma que Dong et al. (2019) também ndo encontraram. Essa micotoxina ¢é
encontrada em varias commodities alimentares, como cereais, feijao, especiarias, frutas secas,
nozes e sementes oleaginosas e sua produ¢do ¢ maior em 0,98 aw e temperaturas entre 25 e 30
°C (WANG et al., 2016). Mesmo o tomate possuindo atividade de agua nesta grandeza, a
presenca desta toxina tem sido pouco explorada. Kapetanakou et al. (2009) avaliaram o efeito
da producdo de OTA sob fatores ambientais combinados, pH, atividade de agua e temperatura,
ndo verificaram efeito especifico do pH na biossintese de OTA. Fato que corrobora com o nosso
dado, pois mesmo que a acidez nas amostras de tomate fosse relativamente elevada ndo foi
detectada a micotoxina.

Em contrapartida, PAT foi detectada em todas as amostras. Um ponto a se
considerar ¢ que a auséncia de OTA e a presenca de PAT nessas amostras podem estar
interligadas ao mecanismo de defesa destes tomates, uma vez que PAT nao ¢ degradada pelas
espécies reativas de oxigénio (ROS) e o aumento de ROS ¢ uma protecao tipica de defesa em
frutos (GEISEN et al., 2018). O contetido de PAT independe do tipo de variedade e cultivo e
estava abaixo dos limites ja recomendados para outros alimento, apenas as amostras de tomate
Cereja cultivado em sistema convencional mostraram valores acima do limite de 50 pg.kg™' de
PAT (legislagdo estabelecida para macgas e seus produtos) (ANVISA, 2011; EC, 2006). Para

relacionar os resultados com legislacao, estes foram expressos em base umida.
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Tabela 3 - Contetido de acidez (mg g™ de 4cido oxalico) e das micotoxinas OTA e PAT (ug

kg™!) nos tomates convencionais (c) e organicos (0) estudados

Tomate Acidez OTA PAT
Caqui (c) 1,8%4+0,1 n.d 42,7°4 +0,1
Caqui (o) 1,28+ 0,1 n.d 12,0°B + 0,02
Cereja () 2,04 +£0,2 n.d 116,24 + 0,1
Cereja (0) 1,38+ 0,1 n.d 28,0°B + 0,03

Italiano (¢) 1,3+ 0,02 n.d 29,64 £ 0,01
Italiano (o) 1,8%4+0,2 n.d 48,34 + 0,05
Longa Vida (¢) 1,2+ 0,1 n.d 14,8°+ 0,05

Resultados expressos em base imida, média e desvio padrdo. Letras sobescritas mintsculas indicam diferenga
entre as variedades (p<0,05). Letras sobescritas maitisculas indicam diferenga entre cultivo (t de student). n.d =
ndo detectada.

Os niveis de PAT nas amostras de tomate variaram de 12,0 a 116,2 ug.kg™!, os niveis
mais elevados sendo encontrados em tomates de cultivo convencional, com excec¢ao do tomate
da variedade Italiano. Alguns autores mostraram que o sistema de manejo agricola, influencia
na ocorréncia de PAT quando estudaram em magas (BERETTA et al., 2000; CUNHA et al.,
2014). No entanto, nao ha relatos comparaveis para os niveis de PAT detectados em tomates e
seus produtos.

Cunha et al. (2014) determinaram PAT em magas e tomates cultivados sob os
sistemas organico e convencional, porém, para tomates ndo foi verificada diferenca estatistica
que pudesse estar relacionada ao tipo de cultivo, mas em magcas esse efeito foi observado. As
macas do cultivo organico mostraram niveis de contaminagdo 17 vezes maior que macas
convencionais.

Os dados deste estudo sugerem diferenga em susceptibilidade a producao de PAT
relacionada a variedade. Os tomates de cultivo convencional da variedade Cereja apresentaram
maior acidez, seguido de Caqui, Italiano e Longa Vida, chamando aten¢do o fato que a primeira
variedade se mostrou mais contaminada quando cultivada em sistema convencional. Em todos
os tomates em que o contetido de PAT foi mais alto (cereja convencional e italiano orgéanico)
tem-se uma acidez maior também, este efeito parece estar relacionado ao sistema de cultivo.

O tomate Longa Vida possui um controle de amadurecimento obtido por sele¢do
genética, dentre eles pode se destacar os alelos rin (inibidor de amadurecimento), nor (nao
amadurecimento) e o alc (aumento da frmeza), este conjunto proporciona ao fruto uma vida
pos-colheita prolongada e uma firmeza da parede celular (BERGOUGNOUX et al., 2014), por

possuir essas caracteristicas supde-se que esta variedade de tomate venha a ser a menos
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suscetivel ao ataque de patdgenos e consequentemente acarretara na auséncia ou reducdo de
micotoxinas. Com os resultados deste estudo observamos que o tomate Longa Vida apresentou
14,8 ng kg! de PAT, sendo um dos menos contaminados e o tomate Caqui organico é

estatisticamente semelhante a esta variedade apresentando 12 ug kg™!' de PAT.

3.3 EFEITO DA MATURIDADE NO CONTEUDO DE PAT

A coloracdo dos tomates definidas como verde (estadio 1), pintado (estadio 2) e
vermelho (estddio 3) foram estabelecidas pela andlise de cor e pela Legislacdo Brasileira
(BRASIL, 2008) que define verde maduro, quando se evidencia o inicio de amarelecimento na
regido apical do fruto; pintado, quando as cores amarelas, rosa ou vermelho encontram-se entre
10 e 30% da superficie do fruto e vermelho quando o fruto apresenta entre 60 e 90% da sua
superficie vermelha.

O amadurecimento da fruta ¢ um processo complexo que envolve uma variedade
de mudancgas bioquimicas e também est4 associado a suscetibilidade aumentada a patdgenos.
Torres et al. (2003) relataram que magas apds 7 dias de colheita em campo comercial foram
mais suscetiveis a contaminag¢do por P. expansum do que macas colhidas com 7 dias de
antecedéncia ao estadio maduro adotado comercialmente. Assim como, Vilanova et al. (2012)
demonstraram que o estadio de maturagdo da fruta € um fator importante na resisténcia da maga

a fungos como P. expansum e P. digitatum.

Tabela 4 - Conteudo de OTA e PAT de tomate Caqui em diferentes estadios de maturacdo

Estadio Croma a Cromab Pectina total PAT (ug kg)
(%)
1 (verde) -11,3 35,6 472+2,1 <LOD
2 (pintado) -5,2 62,3 40,3+1,5 25,4 +0,1
3 (vermelho) 19,2 68,3 33,5+2,0 51,3+ 0,05

Croma a representa mudancga de verde (-) para Vermelho (+) e croma b esta relacionado ao amarelo.

Nao existem relatos que demonstrem a formagao de micotoxinas durante os estadios
de maturagdo do tomate e nem se isso possui associacdo com a presenca do patdgeno, antes ou
apos a colheita. Tendo em vista que no levantamento de ocorréncia deste estudo o tomate Caqui
foi o que apresentou a menor contaminacao por PAT, essa variedade foi escolhida para estudar

o efeito da maturagao nos niveis da micotoxina em diferentes estadios de maturagao (Tabela 4).
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A presenca de PAT ndo foi detectada no estddio 1 de maturagdo e seu conteudo foi 2 vezes
maior na passagem do estadio 2 para o 3.

Vilanova et al. (2012) relacionaram a liginificagdo com a resisténcia fingica em
macas durante o processo de maturagdo. O estudo afirma que lignificagdo € um componente
essencial de resisténcia em magas colhidas antes da maturidade ou na maturidade comercial.
Estas quando colhidas em um estaddio super maduro e quando estavam inoculados com P.
digitatum nao mostraram evidéncia de coloragdo (em teste histoquimico) para lignina até 7 dias
apods a inoculagdo e as amostras de controle apresentaram reagdo positiva apenas na colheita
imatura. Essa pesquisa fornece informagdes suficientes para concluir que a parede celular do
vegetal interfere na maneira com que o patégeno vai se manifestar e uma forma de conduzir,
isto €, através da avaliacdo de algum constituinte da parede do pericarpo dos frutos, como a
pectina.

No caso deste estudo foi considerado o teor de pectina como um fator de protegao
ao patdgeno, assim nos tomates em estadio 1(verde) este carboidrato estava numa concentragao
de 47,2% resultando em maior rigidez na parede celular e esta suposi¢ao parece estar justificada
pela ndo deteccdo da micotoxina nos frutos neste estddio 1. Nos tomates no estadio 3
(Vermelho), cujo teor de pectina era 33,5% a parede celular estava menos rigida e facilitou a
entrada de patdgenos, como demonstrado pela deteccdo do maior conteido de PAT. Estes
resultados sugerem que para a melhor compreensdo do efeito do estddio de maturagdo e a
susceptibilidade ao patégeno se faz necessdrio novos experimentos para comprovar este
comportamento e estabelecer técnicas mais seguras que evitem a contaminagao de frutos.

Cabe salientar que a ocorréncia de PAT e a auséncia de OTA sugere uma
competi¢do entre as espécies fungicas produtoras em tomates como ocorre em magas, onde a

PAT ¢ a mais prevalente.

4 CONCLUSAO

Os métodos de QUEChERS e MSPD sdo confidveis para determinar ocratoxina
(OTA) e patulina (PAT) em tomates. OTA ndo estava presente em nenhum dos tomates
estudados. Os niveis de PAT foram mais elevados em tomates de cultivo convencional,
demonstrando que isto pode estar relacionada com a acidez dos frutos. O tomate Cereja
convencional ¢ o mais acido e apresentou maior contetido de PAT. No estddio de maturacao

vermelho o tomate constitui um meio mais adequado para a produg¢do de PAT. No entanto, mais
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estudos precisam ser realizados com o intuito de relacionar a maturidade com a presenga de
micotoxinas e contribuir para a elaboragdo de técnicas mais seguras para mitigar o risco

micotoxicologico.
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CONCLUSAO GERAL

A variedade de tomate Cereja ¢ a melhor fonte de fibra soluvel, pois se destaca pelo
conteudo de pectina, bem como pela relagdo agtcar/acido e teor de licopeno. Quanto aos
componentes minerais essenciais, Cu e Ca apresentaram os niveis mais altos nas amostras. As
variedades Cereja e Italiano sdo as melhores fontes de compostos funcionais entre aquelas de
impacto no comércio e na dieta humana.

Com relagdo a atividade antioxidante, os compostos fenodlicos explicam melhor o
potencial antioxidante do que os carotenoides, sendo confirmado pela analise de componentes
principais, que mostrou que o acido protocatecoico e a quercetina estdo mais fortemente
relacionados com a atividade antioxidante das amostras.

Cada variedade de tomate apresentou mecanismos bioquimicos caracteristicos e
estes ndo mostram uma tendéncia definida com relacdo ao efeito do manejo das culturas na
atividade das enzimas, sendo a excecdo a atividade da enzima fenilalanina-amonia-liase (PAL).
Quanto ao tipo de cultivo a variedade Italiano diferiu na atividade enzimatica em
comportamento e grandeza. A PCA mostrou que nesta variedade as atividades de oxido
redutases estavam positivamente correlacionadas com o manejo organico e PAL pode ser usado
como marcador na rastreabilidade de tomates, em especial para a variedade Italiano.

Os extratos fenodlicos dos tomates de cultivo convencional apresentaram menores
concentragdes inibitdrias contra os fungos Penicillium expansum, Penicillium verrucosum e
Aspergillus ochraceus, relacionada ao acido cafeico nesses tomates. A atividade fungistatica s6
foi verificada nos extratos fenolicos dos tomates provenientes do cultivo convencional contra
Penicillium expansum.

Entre os aminodcidos considerados como reguladores dos mecanismos de defesa
apenas a prolina e cisteina mostraram diferenca relacionadas ao manejo da cultura, sugerindo
que podem ser marcadores para a rastreabilidade do cultivo. Estudos sobre seus efeitos nas
respostas a contaminagdo fiingica precisam ser conduzidos.

Os métodos de QUEChERS e MSPD sdo confiaveis para se determinar OTA e PAT
em tomates. OTA ndo foi detectada em nenhum dos tomates estudados e os niveis de PAT
foram mais elevados em tomates de cultivo convencional demonstrando que isto pode estar
relacionada com a acidez dos frutos. Isto ficou evidenciado pelo fato que as amostras de tomate
Cereja provenientes do cultivo convencional apresentou o maior teor de acidez e conteudo de
PAT. O estadio de maturagdo vermelho mostrou-se mais propicio a produg¢do de PAT pela

espécie toxigénica.
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Portanto, as variedades Cereja e Italiano foram as que mais diferiram com relagao
a presenga de compostos funcionais, atividade das enzimas e contetido de PAT. A enzima PAL
e os aminoacidos, prolina e cisteina, podem ser usados como marcadores de cultivo organico,

bem como o efeito fungistatico o qual so foi relatado nos tomates convencionais.
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RESIDUOS GERADOS E DESTINO

Todos os residuos de substancias quimicas gerados durante o desenvolvimento da
pesquisa foram conduzidos de acordo com o manual de gerenciamento de residuos da unidade
académica Escola de Quimica e Alimentos — EQA, visando a identificacdo, estocagem e

tratamento adequado.

SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

As perspectivas para ampliar o conhecimento cientifico, sugere-se para novos
trabalhos realizar a determinagdo da atividade antifiingica diretamente nas amostras de tomates
para avaliar com mais aprofundamento o efeito sinergistico dos diferentes compostos de defesa
(compostos fendlicos, aminoacidos e enzimas). Determinar a ocorréncia de outras micotoxinas
também pode complementar o entendimento dos mecanismos de resisténcia aos patdogenos
fingicos, tais como as de Alternaria que também podem manifestar relacdo aos parametros

variedade e tipo de cultivo.
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Tabela 1 — Correlacao linear do PCA da atividade antioxidante

APENDICE 1

Fenois | DPPH fenois | DPPH car | ABTS fenois | OH fenois | ABTS car OH car | Carotenoides
Fenois 0,4650 0,9931 0,0542 0,3340 0,9587 0,0340 0,5064
DPPH fenois 0,5349 0,2600 0,2222 0,0135 0,9268 0,3656 0,6554
DPPH car -0,0006 -0,7399 0,6907 0,3396 0,4151 0,7651 0,4895
ABTS fenois 0,9457 0,7777 -0,3092 0,1296 0,9574 0,0317 0,4631
OH fenois -0,6659 -0,9864 0,6603 -0,8703 0,9315 0,2502 0,5899
ABTS car 0,0412 -0,0731 0,5848 -0,0426 0,0684 0,8076 0,1513
OH car -0,9659 -0,6343 0,2348 -0,9682 0,7497 0,1923 0,3215
Carotenoides 0,4935 0,3445 -0,5104 0,5368 -0,4100 -0,8486 -0,6785
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APENDICE 2

Tabela 2 — Correlacao linear do PCA dos acidos fenolicos

Cafeico | Clorogénico | Cumarico | DPPH | Hidroxibenzoico | ABTS OH Protocatecoico | Siringico | Catequina | Quercetina | Rutina
fenois fenois fenois

Cafeico 0,0217 0,6132 0,5939 0,4731 0,9307 0,6638 0,6993 0,0388 0,0438 0,3653 0,1685
Clorogénico 0,9782 0,6609 0,4707 0,6378 0,7290 0,5146 0,5583 0,0025 0,0038 0,3241 0,2981
Cumarico -0,3876 -0,3390 0,4444 0,9621 0,6666 0,4777 0,4440 0,6666 0,6939 0,5401 0,7069
DPPH fenois -0,4060 -0,5292 -0,5555 0,9781 0,2222 0,0135 0,8432 0,4444 0,4195 0,0975 0,9092
Hidroxibenzoico | -0,5268 -0,3621 -0,0378 0,0218 0,3965 0,8595 0,3655 0,7033 0,7082 0,5542 0,1053
ABTS fenois -0,0692 -0,2709 -0,3333 0,7777 -0,6034 0,1296 0,4070 0,6666 0,6455 0,5562 0,5603
OH fenois 0,3361 0,4853 0,5222 -0,9864 0,1404 -0,8703 0,7224 0,4777 0,4527 0,1772 0,9562
Protocatecoico | -0,3006 -0,4416 0,5559 0,1567 -0,6344 0,5929 | -0,2775 0,5054 0,5103 0,9171 0,777
Siringico 0,9611 0,9974 -0,3333 -0,5555 -0,2966 -0,3333 | 0,5222 -0,4945 0,0004 0,3280 0,3509
Catequina 0,9561 0,9961 -0,3061 -0,5804 -0,2917 -0,3544 | 0,5472 -0,4896 0,9995 0,3089 0,3607
Quercetina 0,6347 0,6758 0,4598 -0,9024 -0,4457 -0,4437 | 0,8228 0,0828 0,6719 0,69105 0,5097

Rutina -0,8314 -0,7018 0,2931 0,0907 0,8946 -0,4396 | 0,0437 -0,223 -0,6392 -0,6392 -0,4902




APENDICE 3

Tabela 3 — Parametros 6timos para atividade das enzimas
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Parametros INV PG PO PPO CAT PAL
pH 5,0 4,0 5,5 6,0 5,0 8,8
Temperatura (°C) 40 50 40 30 30 30
Tempo reacional (min) 5 5 10 10 5 240

INV — invertase, PG — poligalacturonase, PO — peroxidase, PPO — polifenoloxidase, CAT — catalase, PAL — fenilalanina-amonia-liase

Tabela 4 — Correlagdo linear do PCA das atividades enzimaticas

PO PAL CAT INV PG PPO
PO 0,0049 0,2228 0,8907 0,7673 0,0005
PAL 0,9422 0,5230 0,7805 0,9518 0,0088
CAT -0,5847 -0,3299 0,5733 0,4295 0,2994
INV 0,0729 -0,1473 -0,2928 0,0086 0,6921
PG 0,1564 -0,0321 -0,4019 0,9231 0,6248
PPO 0,9806 0,9222 -0,5117 0,2082 0,2557

INV — invertase,

PG - poligalacturonase, PO — peroxidase, PPO — polifenoloxidase, CAT — catalase, PAL — fenilalanina-amonia-liase



