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RESUMO

Tem-se demonstrado que o elevado consumo de vegetais e frutas pode reduzir o risco de
diversas doencas ndo transmissiveis. As propriedades benéficas desses alimentos tém
sido atribuidas, em grande parte, a presenca de nutrientes e de substancias ndo-
nutrientes, com propriedades biol6gicas reconhecidas. O estilo de vida é um dos fatores
de maior influéncia na salde e bem-estar, sendo a alimentacdo um dos seus pilares.
Uma alimentacdo saudavel e equilibrada pode contribuir para a melhoria da qualidade

de vida.

O tomate € parte integrante da alimentacdo humana, nomeadamente na dieta
mediterranica. Este fruto pertence a familia Solanaceae, uma das familias que apresenta
maior expressdo na dieta alimentar. Devido a sua disponibilidade durante todo o ano, o
tomate e os seus derivados tém recebido mais atencdo por parte dos investigadores, no
que se refere ao estudo dos seus constituintes quimicos, nomeadamente os carotenoides.
Os carotenoides sdo um dos mais importantes grupos de pigmentos naturais, devido a
sua vasta distribuicdo, diversidade estrutural, atividade antioxidante e beneficios para a
salde, tais como prevencdo do cancro e de doenca cardiovasculares. Nos ultimos anos,
tem sido dado especial énfase a obtencdo de dados mais concretos sobre os tipos e as
concentracdes de carotenoides presentes nos alimentos e as suas diversas atividades
biologicas. Outros dos pigmentos que tém vindo a ser investigados sdo as clorofilas.
Estas também tém um papel importante na promocdo da salude, nomeadamente na

estimulacdo do sistema imune, atividade antioxidante e como agente quelante.

Os fatores genéticos e edafo-climaticos exercem uma influéncia direta nas
caracteristicas das diversas variedades de tomate, como a aparéncia, a consisténcia, a
textura, a matéria seca e as propriedades sensoriais. Com base nestes conhecimentos,
aliados a fusdo das areas da genética, quimica e biotecnologia, surgiu o conceito de
hibrido e a criacdo de novas variedades de tomate. Apareceram assim novas espécies de

tomate com caracteristicas fisicas e quimicas distintas, destacando-se o tomate cherry.

Neste estudo determinaram-se, por meio de métodos espectrofotométricos, os teores de

clorofilas, B-caroteno e licopeno, nas variedades hibridas de tomate (cherry vermelho,



Avaliacdo do teor de pigmentos naturais em diferentes espécies de tomate cherry

cherry amarelo, cherry laranja, cherry chucha, cherry rama e kumato), comparando 0s
resultados obtidos com os das variedades comuns (redondo, chucha e rama). O teor de
carotenoides foi globalmente superior para as variedades hibridas. O kumato parece ser
a excecdo, uma vez que apresenta um teor de carotenoides mais baixo e o valor de

clorofilas mais elevado de todas as variedades analisadas.

Palavras-chave: Habitos alimentares; Solanum lycopersicum L.; hibridos; pigmentos

naturais; clorofilas; carotenoides.
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ABSTRACT

It has been shown that high consumption of vegetables and fruits can reduce the risk of
various non transmittable diseases. The beneficial properties of such foods have been
largely attributed to the presence of nutrients and non-nutrient substances with
biological properties. Our lifestyle is one of the most influential factors in health and
welfare, being the standard diet one of its pillars. A healthy and balanced diet can

contribute to improve life quality.

Tomato is an essential food on the human diet, especially in the Mediterranean diet.
This fruit belongs to the Solanaceae family, one of which has greater representation in
human diet. Due to its availability throughout the year, tomato and its derivatives have
been receiving great attention by researchers, especially in what concerns to the study of
its chemical constituents, in particular the carotenoids. Carotenoids are one of the most
important groups of natural pigments, due to their wide distribution, structural diversity,
antioxidant activity and health benefits, such as cancer and cardiac diseases prevention.
Lately, it has been given special attention in trying to achieve more concrete
information on the types and concentrations of carotenoids in food and its various
biological activities. One of the other pigments that have been investigated are the
chlorophylls. It also has an important role in what concerns to the health field,
particularly in stimulating the immune system, antioxidant activity and as a chelating

agent.

Genetic, soil and climatic factors have a direct effect on the characteristics of different
tomato varieties, such as appearance, consistency, texture, dry matter and sensorial
properties. Based on this knowledge, combined with the merger of the areas such as
genetics, chemistry and biotechnology, the concept of hybrid was born, as well as the
creation of new varieties of tomato. So, new species of tomato came up, with different

physical and chemical characteristics, with a special emphasis to cherry tomato.

In this study it was determined, by using spectrophotometric methods, the levels of
chlorophylls, B-carotene and lycopene, which are bioactive compounds with antioxidant

potential, on the hybrid tomato varieties (red cherry, yellow cherry, orange cherry,
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chucha cherry, rama cherry and kumato), comparing the obtained results with the
common varieties (redondo, chucha and rama). The carotenoid contents were higher for

hybrid varieties, except for kumato, that presented the lowest carotenoid content but the
highest chlorophyll contents.

Keywords: eating habits; Solanum lycopersicum L.; hybrids; natural pigments;
chlorophylls; carotenoids.
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CAPITULO I. INTRODUCAO

A alimentacdo é uma condicdo essencial para a sustentacdo da vida, tendo os alimentos
de ser ingeridos na quantidade e variedade adequadas, de forma a permitir a0 organismo
a realizacdo correta das diversas atividades fisiologicas e a prevencdo das doencas
causadas por uma ma alimentacdo. Frutas e legumes tém vindo a ganhar muita
importancia no dominio da nutricdo, devido a presenca de fitoquimicos vitais e
moléculas bioativas. O seu potencial como promotores da salde é devido a presenca de
compostos funcionais (Perveen et al., 2015).

O tomate (Solanum lycopersicum L.) é um alimento extremamente popular e muito
versatil, podendo apresentar uma grande multiplicidade de cores, tamanhos e formas.
Embora em termos boténicos seja um fruto, ele pode ser preparado e cozinhado como
outros legumes. Visto como um importante componente da dieta humana, o tomate é
pobre em gordura e valor energético, isento de colesterol e rico em vitamina C e
vitamina E, acido folico e potéssio. Além disso, o tomate e 0s seus produtos derivados
sdo excelentes fontes de metabolitos secundarios (compostos fendlicos), alguns dos
quais desempenham um papel importante na prevencdo do cancro e doengas
cardiovasculares (Schiavon et al., 2013). Um dos compostos bioativos responsaveis por
estes beneficios € o licopeno, carotenoide predominante no tomate. No entanto, parece
que este composto antioxidante torna-se mais eficaz quando consumido no tomate do
que quando ingerido isoladamente, provavelmente devido ao efeito sinérgico com

outros compostos presentes neste fruto (Bohn et al., 2013).

Inicialmente, os programas de melhoramento do tomate focaram-se no desenvolvimento
de hibridos de alta produtividade, resistentes ao stresse bidtico e abiotico e na obtencdo
de frutos com prazo de validade prolongado, sendo as caracteristicas organoléticas de
menor importancia. Mais recentemente, as empresas de sementes demonstram maior
interesse no desenvolvimento de plantas hibridas que combinem o sabor com as
vantagens convencionais das linhagens comerciais relacionadas com o rendimento,
robustez e adaptabilidade a diferentes condi¢bes edafo-climaticas e pragas (lglesias et
al., 2014).
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O tomate (S. lycopersicum), nas suas diversas variedades, € uma presenca assidua na
dieta humana e 0s seus pigmentos naturais sdo importantes na promog¢do da salde.
Contudo o teor desses pigmentos é diferente conforme a variedade. Assim neste
trabalho sdo avaliados os teores de alguns pigmentos naturais, reconhecidos pelos seus
beneficios para a salde, nomeadamente, clorofilas a e b, p-caroteno e licopeno em
diferentes variedades hibridas de tomate, sendo os resultados obtidos comparados com
os das variedades comuns de tomate, na tentativa de perceber se a importancia
comercial do desenvolvimento de hibridos sera também importante para a promocéo da

saude.
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CAPITULO II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O Tomate

O tomate (Solanum lycopersicum L.) é um fruto originario da América do Sul, cuja
domesticacdo podera ter ocorrido no México ou no Per(, continuando este a ser um
tema de debate da atualidade (Méndez et al., 2011; Paran e Knaap, 2007). Devido a esta
circunstancia, no México ainda se consomem variedades indigenas ou locais (Méndez et
al., 2011). O fruto foi inicialmente descrito como achatado, segmentado e de cor
amarela, dai a sua denominacdo italiana de Pomi d’oro (“mag¢d de ouro”) (Paran e
Knaap, 2007).

A introducdo do tomate na Europa remonta aos tempos do descobrimento do Novo
Mundo (Salman et al., 2007), tendo sido cultivado neste continente como fonte de
alimento por volta do século XVI, embora em alguns paises tenha sido usado apenas
para fins ornamentais por ser considerado téxico, dado a sua semelhanga com outras
espécies do género Solanum reconhecidos pela sua toxicidade (Bergougnoux, 2014;
Viuda-Martos et al., 2014; Salman et al., 2007). Porém e segundo dados bibliograficos,
o tomate foi incorporado na culinaria europeia entre o final do século XVII e inicio do
século XVIII (Bergougnoux, 2014).

O interesse atual pelo tomate tem aumentado ao longo dos anos, devido a sua facilidade
de crescimento em diferentes condi¢fes edafo-climaticas, tendo uma boa capacidade de
adaptacdo a diferentes condicGes de stresse abiotico (frio, seca, entre outros); ao facto
de ter um ciclo de vida relativamente curto; a sua insensibilidade ao fotoperiodo; a sua
capacidade de autofertilizacdo e homozigotia; a facilidade de poliniza¢do controlada e
hibridacdo; a simplicidade da sua genética com um genoma relativamente pequeno e a
sua capacidade para se propagar assexuadamente por enxertia, ou por regeneracdo das

plantas inteiras a partir de diferentes partes da planta (Bergougnoux, 2014).

O tomate é uma fruta tipicamente vermelha (quando maduro) que se desenvolve num
arbusto com 1 a 3 metros de altura, que se estende pelo chdo ou se enrola em estacas ou

em outras plantas. E uma planta perene, muitas vezes cultivada ao ar livre em climas
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temperados (Perveen et al., 2015). E uma fruta carnuda revestida exteriormente por um
pericarpo espesso, que contém no seu interior sementes revestidas por uma placenta. As
variedades de tomate atualmente cultivadas oferecem uma grande variedade de
tamanhos, que vdo desde o tomate cereja ou cherry (<20 g) ao tomate “coracdo de boi”
(~500 g) (Bergougnoux, 2014). O tomate desempenha um papel importante na dieta
humana, oferecendo uma mistura diversificada de nutrientes que séo essenciais para a
salde e bem-estar (Faurobert et al., 2007; llahy et al., 2016). O consumo de tomate e
dos seus derivados (tomate enlatado, molhos, sumos, sopas, concentrados) pode ser
considerado um bom indicador nutricional de bons habitos alimentares e estilos de vida
saudaveis (George et al., 2004; Viuda-Martos et al., 2014), no entanto, cerca de 80% do
tomate é consumido na forma de produtos transformados (Viuda-Martos et al., 2014).
Existem varios subprodutos resultantes do processamento deste fruto, nomeadamente
polpa, pele e sementes (Figura 1), comumente considerados como “lixo” industrial.
Uma maneira de tornar as empresas de processamento sustentaveis sera reutilizar estes
subprodutos, uma vez que estes sdo reconhecidos como boas fontes naturais de fibras
dietéticas, proteinas, carotenoides, tocoferois, entre outros compostos (George et al.,
2004; Vinha et al., 2014a; Viuda-Martos et al., 2014).

Pele Sementes Polpa

Figura 1 - Tomate e seus subprodutos (adaptado de Viuda-Martos et al., 2014).

Pelos motivos supracitados, o consumo elevado de tomate durante todo o ano faz com
que este fruto seja uma das principais fontes ricas em minerais (célcio, magnésio e

fosforo), vitaminas, fibra dietética total e compostos bioativos, cujos beneficios

4
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biolégicos sdo atualmente reconhecidos, podendo ser considerado como alimento
funcional (Mladenovic et al., 2014). Para além dos compostos ndo-nutrientes, este fruto
é rico em proteinas e hidratos de carbono (Perveen et al., 2015). No entanto, o principal
destaque dado a composicdo do tomate foca-se nos elevados teores de compostos
antioxidantes, nomeadamente nos compostos fendlicos, vitamina C e carotenoides, em
particular, o licopeno (Vinha et al., 2014a). Estas diferentes classes de fitoquimicos tém
sido associados a varios beneficios para a saude, os quais englobam a capacidade de
proteger 0 organismo contra neoplasias (prostata, pulmdo e estdmago) e doencas
cardiovasculares, reduzindo processos inflamatorios e baixando os niveis de colesterol
sérico (Vinha et al., 20144a; Ilahy et al., 2016).

2.1.1. Tomates hibridos

Através da domesticacdo, pesquisa e técnicas de melhoramento implementadas por
investigadores e profissionais agrarios de todo o mundo, muitas variedades de tomate
tém sido desenvolvidas, incluindo os hibridos, promovendo assim espécies de diferentes

formas, cores e tamanhos (Bai e Lindhout, 2007).

Alguns dados bibliograficos referem que o primeiro tomate hibrido foi lancado no
mercado em 1930 na Bulgaria, e apds algum tempo ja era o genétipo mais cultivado
pelos tomaticultores do mesmo pais (Figueiredo, 2013). O termo “hibrido” refere-se a
plantas que se produzem a partir de uma forma artificial, recorrendo a uma polinizacao
cruzada. Os hibridos do tomate desenvolvem-se a partir de sementes produzidas através
de uma polinizacdo manual controlada das linhas parentais masculina e feminina (Naika
et al., 2006). O hibrido é assim o produto que resulta do cruzamento entre duas espécies
geneticamente distintas (Hibridos em espécies autdgamas. [Em linha]. Disponivel em
<docs13.abelhas.pt/207784467,PT,0,0,capitulo-9.pdf>. [Consultado em 01/06/2016]).

A obtencdo de um hibrido ndo é muito facil, dado ser necessario muito trabalho de
pesquisa, para além do tempo e dos recursos econdmicos elevados. Na verdade, a
obtencdo de um hibrido resulta da formacdo de uma populacdo base e da escolha dos
progenitores utilizados para as hibridaces, sendo, por isso, uma etapa bastante

criteriosa, da qual depende o sucesso do programa de melhoramento (Figueiredo, 2013).



Avaliacdo do teor de pigmentos naturais em diferentes espécies de tomate cherry

O processo de producdo de sementes hibridas de tomate comeca com a escolha de duas
linhagens puras. De cada uma destas linhagens pode ser utilizado um progenitor
masculino ou feminino, mas geralmente escolhe-se para fémea a que origina maior
produtividade de sementes. Recomenda-se uma propor¢do de uma planta da linha que
vai doar o pélen (parental masculino) para cada quatro plantas que irdo receber o pélen
(parental feminino) (Hibridos em espécies autégamas. [Em linha]. Disponivel em
<docs13.abelhas.pt/207784467,PT,0,0,capitulo-9.pdf>. [Consultado em 01/06/2016]).

Apesar das hibridaces serem técnicas biotecnoldgicas dispendiosas, o produto
resultante, ou seja, as variedades hibridas de tomate apresentam muitas vantagens em
comparagdo com as variedades originadas pela polinizacdo livre, ou seja, variedades
comuns (Naika et al., 2006). A producéo de hibridos é economicamente viavel, devido a
grande quantidade de sementes produzidas por uma unica hibridacdo. Para além disso,
estas variedades amadurecem mais cedo e sdo morfologicamente mais uniformes. Outro
fator relevante foca-se no melhoramento da qualidade do fruto, o qual relne
caracteristicas fisicas e quimicas mais apelativas para o consumidor final, além de
conferir maior resisténcia a pragas e contaminacgdes biologicas (Naika et al., 2006;
Figueiredo, 2013; Hibridos em espécies autdogamas. [Em linha]. Disponivel em
<docsl13.abelhas.pt/207784467,PT,0,0,capitulo-9.pdf>. [Consultado em 01/06/2016]).

Embora existam bastantes vantagens da obtencdo de espécies hibridas, uma das
desvantagens prende-se com a impossibilidade de reutilizacdo das sementes das
mesmas, sendo que o produtor tem que comprar novas sementes para cada colheita
(Hibridos  em  espécies  autdgamas. [Em linha]. Disponivel  em
<docs13.abelhas.pt/207784467,PT,0,0,capitulo-9.pdf>. [Consultado em 01/06/2016]).

H4&, atualmente, no mercado diversas variedades de tomates hibridos, sendo o cherry
aquele que parece ter maior expressdo. O tomate cherry (Solanum lycopersicon var.
cerasiforme), que resultou do cruzamento genético de sementes do tomate selvagem e
do tomate doméstico, é de tamanho pequeno (1-3 cm de didmetro), geralmente de forma
redonda, com 10 a 30 g, tendo uma cor e um sabor mais intenso e mais doce (Rai et al.,
2014; Shahzad et al., 2014; Nesbitt e Tanksley, 2002). Quando comparados com as
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variedades comuns, estes tomates sdo mais saborosos e suculentos, o0 que os torna mais

populares para consumo em salada (Rai et al., 2014).

O tomate cherry tem teores significativamente mais elevados de nutrientes e de fibra
(Shahzad et al., 2014). As variedades de tomate cherry sdo habitualmente caracterizadas
por elevado teor de matéria seca e de solidos solUveis totais, em comparagdo com
variedades de tamanho normal. Esta diferenca deve-se ao maior teor de agucares livres
(frutose e glucose) e de acidos organicos (citrico e malico), o que conferem, para além
de maior dogura, mais acidez e maior intensidade de sabor a maioria das variedades de
tomate cherry (Raffo et al.,, 2002). Os compostos fendlicos estdo essencialmente
concentrados na casca do tomate e, por essa razdo, as variedades de tomate de pequenas
dimensoes, especialmente o tomate cherry, contém niveis mais elevados dos referidos
compostos, como consequéncia da maior relacdo area de superficie/volume (Rizzo et
al., 2015; Sahlin et al., 2004).

2.2. Compostos bioativos

O conteudo em compostos bioativos presentes no tomate depende de fatores genéticos
(variedade), fatores ambientais (temperatura, luminosidade, disponibilidade de agua,
nutrientes do solo), técnicas agricolas usadas (cultivares, reguladores do crescimento
vegetal, amadurecimento, época da colheita), condi¢cbes de armazenamento pos-colheita
e processamento (Dumas et al., 2003; Lenucci et al., 2006; Raffo et al., 2002; Vinha et
al., 2015; Vinha et al., 2014b).

O tomate contém diferentes classes de substancias com propriedades antioxidantes,
como carotenoides (licopeno), flavonoides (rutina), acidos fendlicos, acido ascorbico
(vitamina C) e tocoferdis (vitamina E) (Lenucci et al., 2006; Sahlin et al., 2004; Toor e
Savage, 2006; George et al., 2004; Mladenovic et al., 2014). Assim, 0 tomate tem
assumido o estatuto de alimento funcional, dado que véarios estudos epidemioldgicos
evidenciam que o seu consumo ou o dos seus derivados previnem doencas crénicas,
como o cancro e doencas cardiovasculares (Kuti e Konuru, 2005; Lam et al., 2007;
Méndez et al., 2011). Atualmente, os consumidores estdo cada vez mais conscientes de

que para melhorar a qualidade de vida, reduzir danos para a satde e diminuir os gastos
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com tratamentos devem atentar na dieta alimentar, o que tem contribuido para o
desenvolvimento e aumento desses géneros alimenticios (Méndez et al., 2011; Ilahy et
al., 2016).

Um antioxidante € uma substancia que estd presente nos alimentos em baixas
concentragdes e atrasa significativamente ou evita a oxidacdo do substrato oxidavel
(Kunwar e Priyadarsini, 2011; Kumar, 2011). Os antioxidantes protegem o organismo
contra os radicais livres nocivos (Thorat et al., 2013), podendo estes Ultimos ser
definidos como &atomos ou moléculas que contém um ou mais eletrdes livres
desemparelhados nas suas orbitais (Pala e Girkan, 2008). Os radicais livres sdo muitos
instaveis e reagem rapidamente com outros compostos, iniciando rea¢fes em cadeia que
resultam na rutura celular ou em dano no ADN (Lenucci et al., 2006). Os radicais livres
e as espeécies reativas de oxigénio tém origem em processos metabolicos essenciais no
organismo ou em fontes externas, como a exposi¢ao a raio-X, ozono, fumo do cigarro,
poluentes atmosféricos e quimicos industriais (Lobo et al., 2010). A defesa do
organismo contra o stresse oxidativo, que € um desequilibrio desfavoravel entre a
formacdo de radicais livres e as defesas antioxidantes, induzido pelos radicais livres,
inclui mecanismos preventivos, mecanismos de reparacdo, defesas fisicas e defesas
antioxidantes. As defesas antioxidantes podem ser de natureza enzimatica, tais como a
superdxido dismutase, a glutationa peroxidase e a catalase, como ndo enzimatica,
incluindo-se o acido ascérbico (vitamina C), o tocoferol (vitamina E), a glutationa, os
carotenoides, os flavonoides, entre outros (Valko et al., 2007; Lobo et al., 2010). Para a
sobrevivéncia é essencial um equilibrio entre a formacéo de radicais livres e as defesas
antioxidantes. O uso de uma fonte externa de antioxidantes pode ajudar o0 organismo a
enfrentar o stresse oxidativo. Assim sendo, a procura de compostos naturais eficazes,
ndo toxicos, com atividade antioxidante tem vindo a ser intensificada nos ultimos anos
(Lobo et al., 2010).

Recentemente tem havido um interesse crescente na investigacdo do papel dos
antioxidantes de origem vegetal presente nos alimentos e, consequentemente, na saude
humana (Slavin e Lloyd, 2012). A capacidade antioxidante dos alimentos de origem
vegetal deve-se ao facto de estes eliminarem os radicais livres que sdo responsaveis

pelos danos oxidativos dos lipidos, proteinas e acidos nucleicos (Cheung et al., 2003).
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De acordo com estudos epidemioldgicos, os antioxidantes presentes nos alimentos estdo
intimamente relacionados com a prevencdo de véarias patologias, incluindo diferentes
tipos de cancro, doengas cardiovasculares, doengas neuroldgicas, artrites e alteracdes
relacionadas com o envelhecimento (Tabart et al., 2009; Rousseaux et al., 2005). O
efeito antioxidante do tomate € atribuido ao sinergismo entre 0s varios componentes e
ndo somente ao seu teor em licopeno (Aditivos & Ingredientes. [Em linha]. Disponivel
em <www. insumos.com.br/aditivos_e_ingredientes/materias/129.pdf>. [Consultado em
15/03/2016]). A andlise de misturas de dois antioxidantes mostrou um sinergismo
significativo entre o licopeno e a luteina, licopeno e B- caroteno, a-tocoferol e B-
caroteno (Kotikova et al., 2011), licopeno e a-tocoferol (Raiola et al., 2015), bem como
entre o acido ascérbico e o a-tocoferol durante o processo de peroxidagdo lipidica
(Hazewindus et al., 2012). Tem-se observado que os efeitos benéficos associados ao
consumo de tomate estdo relacionados com o sinergismo entre as moléculas presentes
neste fruto, em particular, entre o licopeno e o a-tocoferol, 0os quais mostram inibir a
diferenciagdo de células HL-60 (células de leucemia promielocitica humana), a
oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e a proliferagdo de celulas de

carcinoma da prostata (Raiola et al., 2015).

2.2.1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos, metabolitos secundarios em plantas (Lenucci et al., 2006), séo
produzidos para protecdo contra radiacdo UV, virus e bactérias (Heleno et al., 2015). A
distribuicdo dos compostos fendlicos nos tecidos da planta a nivel celular e subcelular
ndo é uniforme, sendo que os insolGveis se encontram na parede celular e os solGveis
em vacuolos (Pandey e Rizvi, 2009). Sdo um dos grupos principais de componentes
(Cheung et al., 2003), podendo também reduzir o risco de doenca cardiaca coronaria (Li
et al., 2012). Permitem a quelatacdo de metais, inibindo a lipoxigenase e eliminando
radicais livres (Cheung et al., 2003). A atividade antioxidante destes compostos deve-se
as suas propriedades redox que lhes permitem atuar como agentes redutores, dadores de
hidrogénio, desativadores do oxigénio singleto e quelantes de metais (Kaur e Kapoor,
2002). Muitos compostos fendlicos exibem atividade antioxidante, anti-carcinogénica,

antimicrobiana, antialérgica, anti-mutagénica e anti-inflamatéria (Lenucci et al., 2006).



Avaliacdo do teor de pigmentos naturais em diferentes espécies de tomate cherry

Os flavonoides, cuja estrutura se pode observar na figura 2, representam o grupo mais
estudado dos polifendis (Pandey e Rizvi, 2009). Estes continuam a captar o interesse de
cientistas de muitas &reas diferentes devido & sua diversidade estrutural, relevancia
bioldgica e ecoldgica, assim como a promocao da salde e propriedades anti cancro
associadas ao seu consumo (Williams e Grayer, 2004). Este grupo tem uma estrutura
base comum, que consiste em dois anéis aromaticos unidos por trés &tomos de carbono

que formam um heterociclo oxigenado (Pandey e Rizvi, 2009).

L K,

OH ©O oH O

OH

Flavonaisz Flavanonas Flavandis

Flavonas Antociamnas Isoflavonas

Figura 2 - Estrutura quimica de algumas classes de flavonoides (adaptado de Pandey e Rizvi, 2009).

Até a data, ja foram identificadas mais de 4.000 variedades de flavonoides, muitas das
quais responsaveis pelas cores atraentes das folhas, flores e frutos (Kumar e Pandey,
2013). Com base na variacdo do tipo de heterociclo envolvido, os flavonoides podem
ser divididos em seis subclasses: flavondis, flavonas, flavononas, flavanois,
antocianinas e isoflavonas. As diferencas individuais dentro de cada grupo resultam da
variacdo no nimero e disposicao dos grupos hidroxilo e do seu grau de alquilacéo e/ou

glicosilacdo (Pandey e Rizvi, 2009; Kumar e Pandey, 2013). Os flavonoides atuam
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como antioxidantes na inativagdo dos radicais livres, em ambos os compartimentos
celulares, lipofilico e hidrofilico. Estes compostos tém a capacidade de doar atomos de
hidrogénio e, portanto, inibir as reacdes em cadeia provocadas pelos radicais livres. Os
flavonoides mais investigados sdo: a quercetina, a miricetina, a rutina e a naringenina
(Barros et al., 2012; Vinha et al., 2014b).

Os é&cidos fendlicos pertencem a familia dos polifendis e encontram-se em abundancia
nas plantas, dividindo-se em duas classes: os derivados do &cido benzdico e o0s
derivados do &cido cinamico, cuja estrutura quimica se representa na figura 3 (Pandey e
Rizvi, 2009; Heleno et al., 2015).

R 8] R 0
R =7
TN OH OH
/“
R RY
R R

Figura 3 - Estrutura quimica genérica dos derivados do &cido cindmico e do &cido benzdico,

respetivamente (adaptado de Heleno et al., 2015).

Séo frequentemente incluidos na dieta humana devido as suas propriedades bioativas,
nomeadamente, propriedades antioxidantes, anti tumorais e antimicrobianas (Heleno et
al., 2015). Apds a ingestdo e absorcdo, os acidos fenolicos sdo metabolizados, sendo
conjugados por metilacdo, sulfatacdo e glucuronidacdo (Heleno et al., 2015; Piazzon et
al., 2012). Os derivados do acido hidroxicinamico incluem os acidos ferulico, cafeico,
p-cumarico e sinapico, enquanto os derivados do acido hidroxibenzoico sdo os acidos
galico, vanilico, siringico e protocatecuico (Khoddami et al., 2013). O acido galico,
aléem de ter uso como adstringente e hemostatico, também tem vérias atividades
biologicas relatadas, tais como antineoplasicas e bacteriostaticas, para além de
propriedades anti-melanogénicas e antioxidantes. O acido vanilico mostrou atividade
anti-helmintica, sendo também capaz de suprimir a fibrose hepéatica em lesdes hepaticas

cronicas (Heleno et al., 2015). Os acidos ferulico e cafeico sdo os acidos fendlicos mais
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representativos da dieta humana (Heleno et al., 2015; Piazzon et al., 2012), sendo
também o0s mais representativos no tomate, juntamente com o &cido p-cumarico e 0

acido clorogénico (Garcia-Valverde et al., 2013; Kavitha et al., 2014).

2.2.2. VitaminasCe E

O tomate tem apenas niveis moderados de &cido ascérbico em comparacdo com outras
frutas, mas dada a sua importancia na dieta humana, bem como os seus altos niveis de
consumo, este conteudo em vitamina C pode trazer beneficios para o consumidor
(Mellidou et al., 2012). O &cido ascorbico, além de ser um micronutriente essencial
(Rahman et al., 2007), é um dos antioxidantes naturais mais poderosos e menos toxicos,
sendo o principal antioxidante hidrofilico contido neste fruto (Gulgin, 2012; Kotikova et
al., 2011). Trata-se de uma vitamina solivel em &agua e encontra-se em altas
concentragdes em muitos alimentos de origem vegetal. E um redutor eficaz, reagindo
com oxidantes (Giilgin, 2012). Alimentos ricos em vitamina C, aléem da prevengdo do
escorbuto, desempenham um papel protetor contra o desenvolvimento de cancro (Du et
al., 2012). As propriedades anti-escorbuto da vitamina C devem-se ao seu papel na
sintese de colagénio em tecidos conjuntivos (Du et al., 2012; Shishehbore e Aghmiri,
2014). Esta vitamina tem uma funcdo biologica adicional bem estabelecida, sendo
cofactor de varias enzimas importantes como as hidroxilases (Gilgin, 2012), as
envolvidas na fotossintese, na biossintese de hormonas e na regeneracdo de
antioxidantes, tais como o a-tocoferol (Gallie, 2013). Desempenha também um papel
importante na sintese de neurotransmissores, noradrenalina e carnitina (Shishebbor e
Aghmri, 2014), na absorcdo de ferro e nas respostas imunes (Rodzericius et al., 2009).
A exposicdo luminosa é favoravel a acumulacdo de vitamina C (Raffo et al., 2006). No
entanto, esta pode perder a sua atividade devido a uma série de fatores, incluindo o pH,
o teor de humidade, o oxigénio, a temperatura e a catalise de ibes metalicos (Demiray et
al., 2013).

A fragdo lipofilica do tomate contém vitamina E (maioritariamente o e y-tocoferol), que
¢ um antioxidante lipossolivel que permite a eliminacdo de radicais livres nas
membranas e no plasma (Kotikova et al., 2011). Os tocoferdis podem ser classificados

como tocoferdis e tocotriendis, como se pode observar na figura 4, e dentro de cada uma
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destas duas classes, existem quatro isdmeros (a, B, y € 8), perfazendo um total de oito
isomeros de tocoferol (Gulgin, 2012; Raiola et al., 2015; Rizvi et al., 2014). Todos
apresentam um anel de cromanol, com um grupo hidroxilo capaz de doar um &tomo de
hidrogénio para reduzir os radicais livres e uma cadeia lateral hidrofobica que permite a
penetracdo nas membranas bioldgicas (Gulgin, 2012; Raiola et al., 2015).

Tocoferois Tocotrienois

Figura 4 - Estrutura quimica genérica dos tocoferdis (adaptado de Giilgin, 2012).

O vitdmero mais importante é o a-tocoferol, encontrando-se presente nas membranas
celulares e dos organelos (Giilgin, 2012). Esta localizacdo da vitamina E permite-lhe
agir como a primeira linha de defesa contra a peroxidacéo lipidica (Raiola et al., 2015;
Rizvi et al.,, 2014). No tomate, a biossintese dos tocoferdis depende do nivel de
irrigacdo, luz e salinidade do solo. Estudos em humanos colocaram em evidéncia o
papel benéfico da vitamina E em doencas relacionadas com a inflamacéo e a funcéo
cardiaca (Raiola et al., 2014; Raiola et al., 2015; Saboori et al.,2015). Também ha
evidéncias que esta vitamina pode diminuir o risco de diabetes tipo Il e de cancro da
prostata (Raiola et al., 2015; Peters et al., 2008; Montonen et al., 2004). Permite
estimular as defesas do organismo, bem como aumentar as respostas imunes humoral e
celular (Raiola et al., 2015), e ainda inibir a agregacdo plaquetaria, prevenindo as
doencas cardiovasculares (Rizvi et al., 2014). Além disso, a presenca de vitamina E no
plasma esta associada a um menor risco de desenvolvimento da doenca de Alzheimer
(Raiola et al., 2015; Rizvi et al., 2014). A deficiéncia da vitamina E pode causar
anemia, devido ao dano oxidativo nas células vermelhas do sangue, deficiéncia da
resposta imunitaria, retinopatia e cataratas (Raiola et al., 2015). A vitamina E ¢
fortemente dependente da vitamina C, vitamina B3, selénio e glutationa (Rizvi et al.,
2014). A ingestdo de tocoferois a partir da matriz de tomate pode exercer um impacto

diferente sobre a sade em comparacdo com a simples suplementa¢do em vitamina E,
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devido a presenca simultadnea de outas moléculas antioxidantes neste fruto (Raiola et al.,
2015).

2.2.3. Carotenoides

Os carotenoides sdo responsaveis pelas cores apelativas das frutas e legumes e pela
protecdo dos organismos fotossintéticos dos danos causados pela luz excessiva (Perveen
et al., 2015). O Homem ¢€ incapaz de sintetizar carotenoides, estando assim totalmente
dependente de carotenoides exdgenos (Perveen et al., 2015; Viuda-Martos et al., 2014).
Estes compostos desempenham um papel importante na protecdo das membranas
celulares e das lipoproteinas contra danos oxidativos (Stahl e Sies, 2003). Os beneficios
do tomate s@o geralmente atribuidos aos carotenoides, antioxidantes lipossollveis, que
sdo capazes de reduzir o risco de certos tipos de cancro, arteriosclerose, formacao de
cataratas e doencas cardiovasculares (Frusciante et al., 2007; Mladenovic et al., 2014;
Engelmann et al., 2011). Alimentos ricos em carotenoides podem proteger o organismo
contra cancros relacionados com o tabaco, como cancro da boca, da faringe, da laringe e
pulmonar. No entanto, as evidéncias da relacdo entre os carotenoides presentes no
tomate e a diminui¢do do risco de cancro sdao mais relevantes no caso do cancro da
prostata. Entre outras fungdes, os carotenoides podem servir como percursores de fito-
hormonas e de compostos aromaticos em plantas (Engelmann et al., 2011). E também
importante considerar a acdo sinérgica dos carotenoides com outros compostos

bioativos presentes em frutas e vegetais (Barba et al., 2006).

Os dois principais carotenoides presentes no tomate sdo o licopeno, em maior
concentracdo (80 a 90%), e o P-caroteno, em menor concentracdo (7 a 10%),
representados nas figuras 5 e 6, respetivamente. O licopeno € responsavel pela cor
vermelha do fruto, enquanto o B-caroteno tem especial interesse devido a sua atividade
pro-vitamina A (Frusciante et al., 2007; Kotikova et al., 2011; Demiray et al., 2013;
Mladenovic et al., 2014).
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Figura 5 - Estrutura quimica do licopeno (retirado de http://www.infoescola.com/bioquimica/licopeno).
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Figura 6 - Estrutura quimica do B-caroteno (retirado de http://www.scielo.br/scielo).

O tomate pode também ser visto como uma fonte dietética primaria de fitoeno e
fitoflueno, carotenoides incolores, aos quais também tem sido atribuida atividade
biologica (Engelmann et al., 2011). Possui quantidades moderadas de a-caroteno e
luteina, estando esta ultima associada com a diminui¢do do risco do aparecimento do
cancro do pulméo (George et al., 2004; Lenucci et al., 2006), bem como a reducdo do

risco de diversas doencas oftdlmicas (Rao e Rao, 2007).

Os carotenoides sdo pigmentos sintetizados durante o amadurecimento dos frutos
(Perveen et al., 2015). A sua concentracdo vai aumentando ao longo da maturacdo do
tomate. Durante o amadurecimento, a temperatura tem uma influéncia significativa
sobre a biossintese do licopeno e do B-caroteno (Krumbein et al., 2006). Em geral, a
absorcdo dos carotenoides depende da sua biodisponibilidade a partir da matriz de
alimentos e da sua solubilidade em micelas (Viuda-Martos et al., 2014). Estudos
indicam que o processamento pode aumentar a biodisponibilidade dos carotenoides pela
rutura da parede celular e pela desnaturacdo das proteinas complexadas com o0s
carotenoides, facilitando a sua libertacdo da matriz alimenticia. Na natureza os
carotenoides estdo maioritariamente presentes na forma trans, sendo que 0s isGmMeros

cis estdo presentes em concentragdes bem menores (Kobori et al., 2010).
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2.2.3.1. Licopeno

O licopeno, pigmento responsavel pela cor vermelha do tomate (Javanmardi e Kubota,
2006), é quimicamente um carotenoide aciclico com 11 liga¢des duplas conjugadas,
normalmente todas na conformacdo trans (Perveen et al., 2015). O licopeno é o
intermediario chave na biossintese de muitos carotenoides importantes, tais como o -

caroteno e as xantofilas (Perveen et al., 2015).

E considerado um antioxidante com uma elevada atividade bioldgica no organismo,
sendo mesmo o que apresenta uma maior atividade antioxidante de entre todos os
antioxidantes da dieta (Javanmardi e Kubota, 2006; George et al., 2004). De um modo
geral, 85% do licopeno da dieta humana vem do tomate e de produtos a base de tomate
(Perveen et al., 2015). Em células intactas de tomate, o licopeno existe numa forma
cristalina e esta localizado dentro das membranas tilacoides dos cromoplastos (Viuda-
Martos et al., 2014). A quantidade de licopeno no tomate varia consideravelmente com
os cultivares (fatores genéticos, em geral), o estadio de maturacdo e as condicdes de
crescimento (Javanmardi e Kubota, 2006; Periago et al., 2004). A sintese e degradacao
do licopeno no tomate é sensivel a temperatura do ar e a intensidade da luz. As
temperaturas elevadas (> 32°C) s@o conhecidas por suprimir a sintese de licopeno
(Collins e Perkins-Veazie, 2006).

Tem havido um grande interesse focado no licopeno devido a sua atividade preventiva
de diversas patologias, como doencas cardiovasculares, eritema induzido pela luz solar,
persisténcia do virus do papiloma humano, e alguns tipos de cancro, tais como da
prostata, gastrointestinal, epitelial (Barba et al., 2006; Periago et al., 2004) e pulmao
(Rathore et al., 2011). A diminuigdo do risco de cancro da prostata foi associada a alta
ingestdo de licopeno (Krumbein et al., 2006; George et al., 2004). Estudos sugerem que
o licopeno sozinho ndo é o Unico responsavel pela prevencdo do cancro da prostata, mas
sim o conjunto dos compostos bioativos presentes no tomate (Engelmann et al., 2011).
O licopeno tem capacidade de inibicdo da adenosina-desaminase, acdo esta que
desempenha um papel importante na regressdo de tumores (Perveen et al., 2015). Além
disso, desempenha um papel importante na funcdo do pulmdo, bem como no

crescimento fetal (Barba et al.,, 2006). Foi demostrado que o licopeno induz a
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comunicacdo célula a célula e modela hormonas, o sistema imunoldgico e outras vias

metabdlicas (George et al., 2004).

Nos alimentos a base de tomate, 79% a 91% do licopeno esta na forma trans (forma
mais estavel) e 9 a 21% estd na forma cis, representados nas figuras 7 e 8,
respetivamente (Collins e Perkins-Veazie, 2006; Viuda-Martos et al., 2014). A
biodisponibilidade de isbmeros cis em produtos de tomate processado € maior que em
tomates frescos (Kuti e Konuru, 2005). A biodisponibilidade do licopeno é influenciada
por muitos fatores, incluindo a isomerizacdo (Kuti e Konuru, 2005), sendo aumentada
pelo processamento, calor e presenca de gorduras (Perveen et al., 2015).

Figura 7 - Estrutura quimica do trans-licopeno (adaptada de
http://www.uv.mx/eneurobiologia/vols/2013/8/Herrera/HTML.html).

Figura 8 - Estrutura quimica do cis-licopeno (adaptada de
http://mww.uv.mx/eneurobiologia/vols/2013/8/Herrera/HTML.html).
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No plasma humano foram encontrados altos teores de cis-licopeno, indicando uma
melhor absorcdo destes pelo organismo. Estes sdo mais disponiveis que as formas trans
por serem mais sollveis nas micelas de &cidos biliares e por serem incorporados
preferencialmente nos quilomicrons (Kobori et al., 2010; Viuda-Martos et al., 2014).
De facto, os tomates transformados parecem aumentar a absor¢do de licopeno pelos
tecidos do organismo, devido a disponibilidade aumentada atribuida a alteracdo no
isomero geométrico durante o processamento e a alteracdo na composicdo e estrutura
dos alimentos, o que promove a libertacdo de licopeno a partir do tecido da matriz do
tomate (Periago et al., 2004).

As principais alteragdes do licopeno do tomate durante o processamento sdo a
isomerizacdo e a oxidacdo (Kuti e Konuru, 2005). Fatores ambientais, tais como
oxigénio, luz e temperatura podem ser muito importantes para a isomerizacdo e auto-

oxidacao do licopeno em produtos de tomates processados (Demiray et al., 2013).

2.2.3.2. p-caroteno

O B-caroteno € um pigmento de cor vermelha-alaranjada forte, abundante em plantas e
frutos. Ele é importante ndo s6 pela cor que confere aos alimentos, mas também por
causa da infinidade de beneficios que traz a saude (Gul et al., 2015). E considerado o
principal carotenoide presente na dieta humana, aléem de ser a principal fonte de
vitamina A em seres humanos (Grune et al., 2010; Gul et al., 2015; Boon et al., 2010).
A vitamina A é importante para muitas fungdes do corpo humano, sendo essencial para
0 desenvolvimento embrionario, para a funcdo do sistema imunolédgico e para a visdo
(Grune et al., 2010; Boon et al., 2010).

O B-caroteno tem uma elevada capacidade antioxidante, podendo funcionar como um
captador de radicais lipidicos e como supressor do oxigénio singleto (Grune et al., 2010;
Donhowe et al., 2014; Raiola et al., 2014), sendo responsavel pela reducdo de doencas
cardiacas e de certos tipos de cancros, pelo reforco do sistema imunitario e pela
protecdo contra a degenerescéncia macular propria da idade, que € a principal causa de
cegueira irreversivel em adultos. Promove também o bom crescimento e

desenvolvimento, a funcdo gastrointestinal e o funcionamento dos sistemas reprodutores
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(Gul et al., 2015). Existem evidéncias, in vivo e in vitro, que o B-caroteno evita danos
foto-oxidativos e protege a pele de queimaduras solares (eritema solar) (Stahl e Sies,
2003; Raiola et al., 2014). Ele é usado clinicamente para atenuar os efeitos secundarios
(fotossensibilidade) provocados pela doenca hereditaria protoporfiria eritropoiética
(Stahl e Sies, 2003). A deficiéncia de B-caroteno pode resultar em xeroftalmia, cegueira
e morte prematura (Gul et al., 2015; Mladenovic et al., 2014).

A crescente sensibilizacdo para os potenciais beneficios do B-caroteno para a salde
levou ao desenvolvimento de alimentos funcionais enriquecidos com (-caroteno. A
incorporacdo de B-caroteno em varios sistemas alimentares esté limitada pela sua fraca
solubilidade em &gua e instabilidade na presenca de luz, calor e oxigénio (Gul et al.,
2015). O B-caroteno esta naturalmente na forma trans, contudo alguma quantidade esta
presente em alimentos na forma cis (Grune et al., 2010; Gul et al., 2015). Todos os
trans-p-carotenos sofrem imediatamente oxidagdo térmica e quimica, isomerizacao e
fotossensibilizacdo, quando expostos a oxigénio, luz e alta temperatura durante o

processamento e armazenamento (Gul et al., 2015).

2.2.4. Clorofilas

A clorofila € um pigmento verde encontrado na maioria das plantas (Inang, 2011) e
algas verdes (Vivek et al., 2013), localizando-se nos cloroplastos (Streit et al., 2005).
D& cor aos vegetais e a varias frutas, desempenhando papéis fundamentais na
fotossintese (Inang, 2011; Streit et al., 2005). Nao pode ser sintetizada pelos tecidos
animais, tendo que ser obtida por estes a partir do alimento. Existem quatro tipos de
clorofilas: a, b, ¢ e d (Inang, 2011; Lanfer-Marquez, 2003). A clorofila a, de cor
amarela-esverdeada, ¢ um pigmento fotossintético primario das plantas verdes,
transferindo a energia da luz para um aceitador quimico (Inang, 2011). Este tipo de
clorofila € o mais abundante e 0 mais importante, correspondendo a 75% dos pigmentos
verdes encontrados nos vegetais (Lanfer-Marquez, 2003). Existem pigmentos
acessorios, como a clorofila b, ¢ e d, que na fotossintese auxiliam na absorcao de luz e
transferéncia da energia radiante para os centros de reacdo. A clorofila b encontra-se em

plantas superiores, algas verdes e em algumas bactérias. A clorofila ¢ encontra-se em
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feofitas e diatomaceas. A clorofila d, tal como a clorofila a, encontra-se em algumas
algas vermelhas (Inang, 2011; Streit et al., 2005).

Sdo atribuidas as clorofilas propriedades terapéuticas, como a estimulacdo do sistema
imunolégico, a ajuda no combate a sinusite, a purificacdo do sangue e do organismo,
permitindo a limpeza de toxinas, a coadjuvacdo no rejuvenescimento e na
desintoxicacdo do figado (Inang, 2011), permitindo ainda regular os niveis de agtcar no
sangue (Vivek et al., 2013). A clorofila tem efeitos anti-inflamatérios e desodorantes,
assim como atividade eritropoiética e anti-hipertensiva, tendo também efeitos positivos
na cicatrizagdo de feridas (Inang, 2011; Lanfer-Marquez, 2003). Pode ainda funcionar
como agente preventivo do cancro (Inang, 2011), doencas coronérias, diabetes e
cataratas (Lanfer-Marquez, 2003). A clorofila aumenta os niveis de ferro no sangue, o
que ¢ especialmente importante no caso de mulheres gravidas ou a amamentar (Vivek et
al., 2013). E considerada uma fonte de nutrientes antioxidantes, ajudando a neutralizar
os radicais livres responsaveis por danos nas células saudaveis (Inang, 2011). Devido a
sua cor e as propriedades fisico-quimicas, a clorofila é também usada como aditivo em
produtos alimentares e como corante natural (Streit et al.,, 2005). Ao longo do
amadurecimento o tomate vai mudando a sua cor de verde para vermelho, dado que ha
uma degradacdo da clorofila e um aumento dos carotenoides (Llorente et al., 2016;
Polder et al., 2004)
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CAPITULO IIl. OBJETIVOS

e Auvaliar o teor de carotenoides (licopeno e -caroteno) e de clorofilas (a e b) nas
diversas variedades de tomates hibridos atualmente existentes no mercado,
nomeadamente, cherry vermelho, cherry amarelo, cherry laranja, cherry
chucha, cherry rama e kumato, comparando os resultados com os obtidos para

as variedades comerciais comuns, tais como redondo, chucha e rama.

e Comparar os teores de carotenoides e clorofilas na composicdo quimica das
diferentes variedades de tomates analisadas.
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CAPITULO IV. MATERIAIS E METODOS
4.1. Amostras

As diferentes variedades de tomate estudadas foram adquiridas comercialmente no
mercado nacional entre outubro e dezembro do ano de 2015. Estabeleceram-se dois
grupos de amostras: variedades comuns (redondo, chucha e rama) e variedades hibridas
(cherry vermelho, cherry amarelo, cherry laranja, cherry chucha, cherry rama e
kumato), que se podem observar nas figuras 9 e 10, respetivamente, totalizando 9
amostras de tomate. Antes do procedimento analitico, todas as amostras foram lavadas
em agua corrente, secas com papel absorvente e submetidas a um processo de trituracao,
com o auxilio de um bisturi e de um almofariz. Ap6s homogeneizacdo da amostra,

procedeu-se a extracao e analise dos compostos a determinar.

A

Tomate Redondo Tomate Chucha Tomate Rama

Figura 9 - Morfologia das variedades comuns de tomate.

A8 g b g

cherry amarelo cherry vermelho cherry laranja

W

&

£

cherry rama cherry chucha Kumato

Figura 10 - Morfologia das variedades hibridas de tomate estudadas.
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4.2. Preparagéo dos extratos

Para a obtencdo dos extratos recorreu-se a uma mistura de acetona/n-hexano 4:6 (v/v).
Para cada amostra estudada, prepararam-se extratos de 1,0 g de tomate em 10,00 mL de
solvente, em triplicado. Ap6s homogeneizacdo por centrifugacdo (Labofrege 200,
Heraeus Sepatech), durante 30 minutos e a 3500 rpm, foram recolhidos os
sobrenadantes para efetuar as leituras das absorvéncias aos comprimentos de onda de

453, 505, 645 e 663 nm, segundo 0 método descrito posteriormente.

4.3. Determinacao dos carotenoides (licopeno e pB-caroteno) e das clorofilas (a e b)

As clorofilas e os carotenoides foram quantificados por espetrofotometria, utilizando-se
um espectrofotometro de marca Shimadzu — UV spectrophotometer. A metodologia
seguiu 0 método analitico descrito por Nagata e Yamashita (1992), posteriormente
validado por Vinha et al. (2014b). Aproximadamente 1,0 g de cada amostra foi
submetido a um processo de extracdo, sendo posteriormente efetuada a leitura das
absorvéncias dos sobrenadantes, aos comprimentos de onda anteriormente referidos. Os

teores de licopeno e de B-caroteno foram quantificados segundo as seguintes equacdes:

] Licopeno (mg/g) = —0,0458A663 + 0,204As45 + 0,372A505 — 0,0806A453
° B-caroteno (mg/g) =0,216As63 — 1,22 Aga5 — 0,304A505 + 0,452 Ays3

Os teores de clorofila a e clorofila b foram quantificados de acordo com as seguintes

equacdes:

e Clorofilaa (mg/g) = 0,999A663 — 0,0989A645
e Clorofilab (mg/g) = — 0,328A¢63 + 1,77Asss

Os resultados foram obtidos a partir de trés amostras diferentes para cada variedade de
tomate, escolhidas de forma aleatoria e os valores apresentados em média + desvio

padréo.
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CAPITULO V. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os teores de clorofilas e carotenoides
obtidos nas diferentes variedades de tomate estudados. Nas tabelas 1 e 2 e nas figuras
11 a 14 estdo apresentados os resultados obtidos experimentalmente.

Tabela 1 - Teores de clorofilas e carotenoides obtidos nas variedades comuns de tomate.

Teores de clorofilas e carotenoides (mg/g)

Variedade Clorofilaa Clorofilab p-caroteno Licopeno
chucha 0,086+0,001 0,276x0,004 0,046+0,001 0,14+0,02
rama 0,171+0,005 0,274+0,002 0,100£0,002 0,115+0,005
redondo 0,144+0,005 0,47+0,02 0,088+0,002 0,165+0,003

Resultados expressos em média + desvio padréo, em triplicado.

Tabela 2 - Teores de clorofilas e carotenoides obtidos nas variedades hibridas de tomate.

Teores de clorofilas e carotenoides (mg/g)

Variedade Clorofilaa Clorofilab p-caroteno Licopeno
cherry vermelho  --—--- o e * 0,164+0,002 0,21+0,01
cherry amarelo  --—-- o e * 0,089+0,004 - *
cherry laranja ~  --—--- o e * 0,189+0,008 0,056+0,003
cherry rama 0,17+0,01 0,55+0,04 0,180+0,006 0,22+0,02
cherry chucha  --—-- o e * 0,15+0,03 0,180+0,009
kumato 2,08+0,03 1,4340,07 0,064+0,005 0,082+0,001

Resultados expressos em média + desvio padrdo, em triplicado. *valores ndo detetados.

A realizacdo deste estudo foi levada a cabo em dezembro, com tomates adquiridos entre
outubro e dezembro em superficies comerciais. Na tabela 1 encontram-se representados
os valores obtidos para os teores de clorofilas (a e b) e de carotenoides (B-caroteno e
licopeno) das variedades de tomate comum (chucha, rama e redondo). Na tabela 2 estdo
apresentados os valores dos teores dos mesmos pigmentos, determinados nas variedades
hibridas de tomate (cherry vermelho, cherry amarelo, cherry laranja, cherry chucha,

cherry rama e kumato).

Relativamente ao teor de clorofila a, como se pode comprovar na representacdo grafica

da figura 11, o seu teor é significativamente mais elevado no kumato (2,08 mg/g) e o
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valor mais baixo foi o obtido para o tomate chucha (0,086 mg/g), ndo tendo sido
possivel determinar os teores de clorofila a nas variedades hibridas cherry vermelho,

cherry amarelo, cherry laranja e cherry chucha.
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Figura 11 - Clorofila a (mg/g) presente nas variedades comuns e hibridas de tomate.

A figura 12 representa graficamente os teores de clorofila b, para as nove variedades de
tomate estudadas. O kumato também apresenta um teor de clorofila b significativamente
mais elevado (1,43 mg/g), sendo o tomate rama aquele que apresenta um teor mais
baixo (0,274 mg/g), seguindo-se, com um valor muito préximo deste, o tomate chucha
(0,276 mg/g). Tal como se verificou para a clorofila a, também a determinacdo da
clorofila b ndo foi possivel para as variedades hibridas cherry vermelho, cherry

amarelo, cherry laranja e cherry chucha.
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Figura 12 - Clorofila b (mg/g) presente nas variedades comuns e hibridas de tomate.
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Da anélise destes dois gréficos verifica-se que ndo foi possivel determinar o teor de
clorofilas a e b na maioria das variedades hibridas. O kumato foi o que apresentou
superioridade quantitativa, nos teores de clorofila a e b, com diferencas significativas
em relacdo a todos os outros. Verificou-se que as variedades de tomate comuns (chucha,
rama e redondo) apresentam teores mais elevados de clorofila b, quando comparados
com os teores de clorofila a para estas mesmas variedades. A variedade cherry rama
apresenta um teor de clorofila b cerca de trés vezes superior ao teor de clorofila a,
enquanto no kumato o teor de clorofila b é significativamente menor que o de clorofila
a. Costache et al. (2012), usando acetona como solvente extrator, obteve teores de
clorofila a, para as variedades de tomate comum, que variaram entre 0,0398 mg/g e
0,0465 mg/g e para as variedades de tomate cherry, que se posicionaram entre 0,0412
mg/g e 0,0554 mg/g. Para os teores de clorofila b, 0 mesmo autor, obteve valores que
variaram entre 0,0653 mg/g e 0,0748 mg/g para as variedades de tomate comum e entre
0,0623 mg/g e 0,0721 mg/g para as variedades de tomate cherry. Estes valores sdo
bastante inferiores aos obtidos no presente estudo para as variedades em que foi
possivel detetar clorofilas, chucha, rama, redondo, cherry rama e kumato. A
discrepancia de resultados, entre este estudo e o do referido autor, podera dever-se a
varios fatores, entre os quais, metodos de extracdo distintos e diferente origem do
tomate, sendo que neste estudo foram usados frutos portugueses e espanhois e no de

Costache et al. (2012) estes tinham origem romena.

A determinacdo da clorofila € de grande importancia, uma vez que esta apresenta muitos
beneficios para a salde. Ajuda no crescimento e reparacdo de tecidos, bem como no
tratamento de feridas infetadas, estimula os glébulos vermelhos na captacdo de oxigénio
e na cedéncia eficiente de ides magnésio ao organismo. A clorofila é também atil na
assimilacdo e quelatacdo de célcio e de alguns metais pesados. Juntamente com outras
vitaminas, tais como A, C e E, a clorofila ajuda a neutralizar os radicais livres que
causam danos nas células saudaveis. A clorofila tem também propriedades
antimutagénicas e anticancerigenas, uma vez que, devido a sua estrutura fisica e
quimica, funciona como agente quelante, reduzindo a capacidade dos agentes
carcinogénicos se ligarem ao ADN em diferentes 6rgdos do corpo (Kizhedath e
Suneetha, 2011).
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Os teores de B-caroteno, para as variedades estudadas, estdo representados graficamente
na figura 13. Observa-se que a variedade cherry laranja é a que apresenta o teor mais
elevado de B-caroteno (0,189 mg/g), o que pode ser justificado pelo facto de o f-
caroteno ser um pigmento de cor vermelho-alaranjado, seguindo-se, com um valor
relativamente proximo deste, a variedade cherry rama (0,180 mg/g). O tomate chucha
apresentou o teor mais baixo (0,046 mg/g). A variedade cherry amarelo (0,089 mg/g)
apresentou um teor de B-caroteno praticamente igual ao obtido para a variedade
redondo (0,088 mg/g), sendo ambos os valores muito préximos aos observados no

tomate rama (0,100 mg/qg).

0,25 -
Q
~ 0.2 0.189 ¢ 180 5
i 0,164 01
é[u
= 0,15 A
S
£ 0,100
S 01 -
g 0.064
& o5 | 0046 l
0 _J T
! Q& A0 0 ! 0
o N W D W
o ¥ @“’0 & *‘& \0‘0 S
% & ne

‘(\ ‘ AN W

Figura 13 - B-caroteno (mg/g) presente nas variedades comuns e hibridas de tomate

Leonardi et al. (2000) estudaram tomate de origem italiana, realizando a extracdo com
tetra-hidrofurano, na presenca de hidroxitolueno butilado, e a analise por cromatografia
liquida de alta resolucdo (HPLC), e referem teores de fB-caroteno entre 0,0008 mg/g e
0,0105 mg/g, sendo os valores mais elevados obtidos para as variedades de tomate
cherry. Raffo et al. (2006) analisaram tomate cherry vermelho (Lycopersicon
esculentum cv. Naomi F1) de origem italiana (Sicilia), seguindo 0 mesmo procedimento
que Leonardi et al. (2000) e obtiveram um teor de p-caroteno de 0,0084 mg/g. Gama et
al. (2006) estudaram tomates com origem brasileira e, usando hexano/acetona (1:1, v/v)
para o0 processo de extracdo e espectrofotometria para a determinagdo, obtiveram um
teor de p-caroteno de 0,0597 mg/g. D’Evoli et al. (2013) analisaram tomate cherry de

origem italiana, usando tetra-hidrofurano para o processo extrativo e cromatografia
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HPLC, e referem teores de p-caroteno de 0,01 mg/g. Pinela et al. (2012) obtiveram
0,0051 mg/g para o teor de B-caroteno, num estudo realizado com quatro variedades de
tomate cultivadas em Portugal (Braganga), entre as quais se encontra a variedade
redondo, usando uma mistura de acetona/hexano (4:6) para 0 processo extrativo e
determinacdo espectrofotométrica. Apesar da variedade de tomate estudada, do método
de extracdo e determinacdo do estudo de Pinela et al. (2012) serem equivalentes ao do
trabalho experimental desta tese, o valor obtido neste ultimo é significativamente
superior (0,088 mg/g). Da analise comparativa possivel entre estes diversos estudos,
verifica-se que os teores de B-caroteno encontrados no ambito desta dissertacdo sdo
bastante mais elevados, no entanto o teor obtido para a variedade chucha é menor que o
determinado por Gama et al. (2006). S&o varios os fatores que poderiam justificar esta
diferenca, desde logo a origem e as variedades de tomate, as condi¢bes edafo-

climéticas, os métodos de extracéo e de determinacgéo.

O P-caroteno é um dos carotenoides mais comuns e amplamente estudados. E o
percursor mais potente da vitamina A (Gul et al., 2015). A sua presenca em alimentos e
em corantes € importante, devido aos seus beneficios para a salde, tais como a
capacidade antioxidante, melhoria do sistema imunitario, associagdo com menor risco
de doencas cardiacas e de alguns tipos de cancro, assim como protecdo contra a
degenerescéncia macular propria da idade (Gul et al., 2015; Liu et al., 2016). Apos a
sua absorcdo, o B-caroteno é convertido em vitamina A, que desempenha um papel
importante na visdo, no crescimento, no desenvolvimento e manutencdo da pele e na

imunidade (Sommer e Vyas, 2012).

Na figura 14 estdo representados os teores de licopeno encontrados nas variedades
propostas para o estudo. Da sua analise, constata-se que a variedade cherry rama
apresentou o teor mais elevado de licopeno (0,22 mg/g), sendo que a variedade cherry
laranja € a que possui um valor mais baixo (0,056 mg/g), ndo tendo sido possivel
determinar o teor de licopeno para a variedade cherry amarelo. Verifica-se ainda que as
variedades hibridas cherry chucha (0,180 mg/g), cherry vermelho (0,21 mg/g) e cherry
rama (0,22 mg/g) apresentaram teores de licopeno bastante mais elevados que as
restantes variedades hibridas estudadas, mas que os tomates cherry laranja (0,056

mg/g) e kumato (0,082 mg/g) exibiram teores mais baixos que as variedades comuns
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chucha (0,14 mg/g), rama (0,115 mg/g) e redondo, (0,165 mg/g). A coloragéo
observada nestas variedades e tendo em consideracdo o facto do licopeno ser um

pigmento responsavel por isso, justificam os resultados obtidos.
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Figura 14 - Licopeno (mg/g) presente nas variedades comuns e hibridas de tomate.

Leonardi et al. (2000) referiram teores de licopeno entre 0,0011mg/g e 0,108 mg/g, para
tomate de origem italiana usando tetra-hidrofurano, na presenca de hidroxitolueno
butilado, para o processo de extracdo e posterior analise por cromatografia liquida de
alta resolucdo (HPLC). Lenucci et al. (2006) estudaram diferentes cultivares de tomate
cherry de origem italiana, usando para a extracdo 0,05% (m/v) hidroxitolueno butilado
em acetona e etanol (1:1, v/v), com ressuspensao em cloroformio e diluicdo posterior
numa mistura de acetonitrilo/metanol/hexano/diclorometano (2:1:1:1, v/v/vlv), seguida
de andlise por HPLC com detecdo UV-vis, e obtiveram teores de licopeno entre 0,043
mg/g e 0,120 mg/g. Martinez-Valverde et al. (2002) estudaram variedades comerciais
de tomate com origem espanhola, empregando uma mistura hexano/acetona/etanol
(2:1:1, viviv) para o processo extrativo, seguido de determinacdo espectrofotométrica, e
obtiveram teores de licopeno que variaram entre 0,0186 mg/g e 0,0649 mg/g. Raffo et
al. (2006) obtiveram para o tomate cherry vermelho (Lycopersicon esculentum cv.
Naomi F1), com origem em Italia (Sicilia), um teor de licopeno de 0,0104 mg/g,
seguindo o mesmo procedimento experimental de Leonardi et al. (2000). Gama et al.
(2006) refere um teor de licopeno de 1,201 mg/g para tomate de origem brasileira,

usando hexano/acetona (1:1, v/v) no processo de extracdo e determinacdo
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espectrofotométrica. D’Evoli et al. (2013) analisaram tomate cherry produzido em
Itdlia, usando tetra-hidrofurano para o processo extrativo e andlise cromatografica
(HPLC), e obtiveram teores de licopeno de 0,0512 mg/g. Pinela et al. (2012)
compararam o contetdo de licopeno de quatro variedades de tomate cultivadas em
Portugal (Braganca), usando na extragdo uma mistura de acetona/hexano (4:6) e analise
espectrofotométrica, e obtiveram um valor de 0,0949 mg/g para o teor de licopeno no

tomate redondo, inferior ao obtido neste estudo (0,165 mg/g).

De uma forma geral, pode-se constatar que os teores de licopeno publicados nos
diversos artigos acima referenciados sdo globalmente inferiores aos obtidos no ambito
desta tese, com excecdo do valor referido por Gama et al. (2006), que é
consideravelmente mais elevado. Esta diferenca de resultados podera dever-se a origem

dos frutos e a diversidade das condi¢6es envolvidas nas analises.

Comparando as figuras 13 e 14, verifica-se que as trés variedades de tomate comum
(chucha, rama e redondo) possuem teores de licopeno mais elevados que os de B-
caroteno. O conteudo em licopeno € um parametro importante na avaliacdo do tomate
como alimento funcional, uma vez que este pigmento, pela sua atividade antioxidante,
supressdo da proliferacdo celular e interferéncia no crescimento de células cancerigenas,
desempenha um papel importante na prevencdo de doengas, como tumores,
nomeadamente cancro da préstata, doenca arterial coronaria e doencas degenerativas
(Dumas et al., 2003; Viuda-Martos et al., 2014).
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CAPITULO VI. CONCLUSAO

A pesquisa bibliografica efetuada permitiu concluir que o tomate é um alimento
funcional com inimeros beneficios para a satde. Os estudos realizados nos Gltimos anos
comprovam que existe uma estreita relacdo entre o consumo de tomate e a prevencao de
doengas cronicas ndo transmissiveis, como cardiovasculares e cancro, nomeadamente o
cancro da prostata, devendo-se isto, principalmente, a presenca de compostos com
atividade antioxidante na constituicdo deste fruto. Entre os compostos presentes no
tomate com atividade antioxidante, encontram-se os carotenoides (licopeno e f-

caroteno), vitamina C e E, &cidos fendlicos, flavonoides e clorofilas a e b.

As células produzem espécies reativas de oxigenio, como 0 peroxido de oxigénio e 0
acido hipocloroso, e radicais livres, como o radical hidroxilo e o anido superéxido, que
podem causar danos celulares. Os radicais livres (agentes oxidantes) sdo moleculas que,
por ndo possuirem um numero par de eletrdes na Ultima camada eletronica, séo
altamente instaveis e, portanto, estdo sempre a procurar a estabilidade atraves de reacgoes
quimicas de transferéncia de eletrdes (oxidacdo-reducdo) com células vizinhas. Os
antioxidantes, enddgenos ou exogenos, evitam a oxidacdo de componentes celulares
como ADN, proteinas e lipidos, prevenindo o aparecimento de doengas degenerativas e

evitando a mutagénese e a carcinogénese.

Neste estudo, realizou-se uma comparacdo entre dois grupos de variedades de tomate,
variedades comuns e variedades hibridas, comercializadas no mercado nacional, quanto
ao teor de clorofila a e b, B-caroteno e licopeno. A grande diversidade de variedades
hibridas existentes atualmente no mercado tem um propdésito essencialmente comercial,
dado que sdo mais apelativos, devido as suas caracteristicas de tamanho, forma, cor,
textura e sabor, mas algumas delas podem ser também uma mais-valia pelos beneficios
que trazem para a salde, na medida em que possuem teores de carotenoides mais

elevados.

De facto, este estudo comprovou que a maior parte das variedades hibridas tém maior
quantidade de B-caroteno, e que alguns dos tomates hibridos contém maior teor de

licopeno que as variedades comuns. Sendo estes carotenoides caracterizados por
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possuirem atividade antioxidante e, portanto, diversos beneficios para a salde, parece
importante e vantajoso que a agricultura continue a apostar na criagdo e

desenvolvimento de novos hibridos.

De uma forma geral, os teores de carotenoides (p-caroteno e licopeno) obtidos para as
variedades hibridas sdo superiores aos obtidos por outros autores, assim como 0S
valores das clorofilas das variedades que o método permitiu detetar. H4 uma grande
diversidade de fatores que podem justificar estas diferencas de teores, destacando-se a
origem do fruto, as condicBes edafo-climaticas, os métodos de extracdo e de

determinagéo.
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