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Resumo - Este trabalho teve como objetivo relacionar o caracteristico sabor dos frutos de tomate (Solanum
lycopersicum var. Moneymaker) a compostos sintetizados em diferentes vias metabdlicas ao longo do amadurecimento
dos frutos. Técnicas de cromatografia gasosa e espectrometria de massa (GCMS) e cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) foram utilizadas para a identificagdo dos compostos. Frutos verdes apresentaram em geral niveis
mais baixos de agucares, contrastando com maiores quantidades encontradas em frutos vermelhos. Actimulo de
pigmentos como [(-caroteno e licopeno e declinio dos niveis de clorofila foram observados. Mudangas nos niveis de
alguns amino 4cidos também foram encontradas entre os diferentes estddios de maturacdo. Estas alteracdes no
metabolismo propiciaram condi¢des para que compostos volateis fossem produzidos, contribuindo assim para o sabor
final dos frutos. Os dados obtidos foram discutidos focando a interagdo entre o metabolismo primario e secundario nos
frutos de tomate e sua importancia para o resultado final do processo de maturagao.
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Contributors to tomato (Solanum lycopersicum var. Moneymaker)
flavor and their interrelations

Abstract - The aim of the present work is to relate the characteristic flavor of tomato fruits (Solanum lycopersicum var.
Moneymaker) to compounds synthesized by different metabolic pathways during different stages of fruit development.
Gas chromatography coupled to mass spectrometry (GCMS) as well as high performance liquid chromatography
(HPLC) were used to identify the compounds. Green fruits presented generally lower levels of sugars, contrasting to the
higher amounts of sugars found in red fruits. Accumulation of pigments such as 3-carotene and lycopene and decrease
in chlorophyll were observed. Changes in amino acids contents were also present in the different developmental stages.
The alterations in the metabolism create conditions for volatile organic compounds synthesis, thus contributing to the
final flavor of the fruits. The data was discussed focusing the interaction between the primary and secondary
metabolism in the fruits and its importance for the maturation.
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INTRODUCAO

A relevancia econdmica de frutos de tomate estd intimamente ligada a quantidade de acidos
organicos, aglicares € compostos volateis, os quais sdo envolvidos diretamente no aroma dos frutos
(Petro-Turza, 1987, Baldwin et al., 1991, Marconi et al., 2007). O caracteristico sabor dos tomates ¢
devido a combinagdo de agucares e acidos organicos (Malundo et al., 1995, Yilmaz, 2001). Tandon
et al. (2003) observou que frutos de tomate descritos como saborosos foram caracterizados por altos
teores de acucares, sélidos soluveis, compostos volateis aromaticos e baixas quantidades de acidos
organicos do que aqueles considerados como pobres em sabor. Por outro lado, Malundo et al.
(1995) sugeriu que existe uma concentragdo 4acida Otima em tomates preferida para melhor
qualidade do sabor, no qual concentragdes mais altas afetariam negativamente a aceitabilidade dos
consumidores. Entretanto, ambos estudos concordam que o aroma caracteristico do tomate ndo esta
relacionado aos agucares ou acidos organicos, mas aos compostos aromaticos, 0s quais sao
atribuidos aos compostos organicos volateis (COV) (Stevens et al., 1979).

Os compostos organicos volateis sdo sintetizados a partir de varios precursores, incluindo amino
acidos, lipidios e carotenoides, porém, enquanto algumas das vias de sintese sao conhecidas, para a
maioria dos compostos volateis estas ainda permanecem ignoradas (Tieman et al., 2006). Alguns
nor-isoprendides como B-ionona e geranilacetona sdo produzidos através da degradacao de longos
terpendides como B-caroteno e licopeno, respectivamente (Stevens et al., 1979). Estudos recentes
também sugerem que diferentes padroes de pigmentagcdo, em tomate e meldo, levam a diferentes
grupos de compostos volateis, influenciando diretamente as propriedades aromaticas e o sabor dos
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frutos (Lewinsohn et al., 2005). Carotenoides estdo entre os mais importantes pigmentos
acumulados em frutos e, devido as suas caracteristicas quimicas, fornecem a flores e frutos distintas
cores que sao designadas para atrair animais. Em plantas, carotenoides sao sintetizados dentro dos
plastidios e sdo formados a partir do composto de cinco carbonos isopentenil difosfato (IPP), o qual
¢ sintetizado a partir do piruvato e gliceraldeido-3-fosfato (Lichtenthaler et al., 1997).

Além dos carotenoides, acredita-se que importantes compostos volateis organicos, como 3-
metilbutanal e 3-metilbutanol, tém como precursor o amino 4cido leucina, sintetizado a partir do
piruvato (Yu et al., 1968). Outros compostos, que contribuem como elementos tragos ao aroma de
frutos de tomate, como eugenol e guaiacol, sdo derivados também de compostos envolvidos no
metabolismo primario, a partir da via do acido xiquimico(Lewinsohn et al., 2001). Dessa maneira,
frutos de tomate foram analisados quanto ao perfil do metabolismo central, pigmentagdo e formacao
de compostos organicos volateis com a intengdo de relacionar o metabolismo em geral com o sabor
destes frutos.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Sementes de tomate (Solanum lycopersicum L.) cv. Moneymaker foram germinadas em meio
MS (Murashige & Skoog, 1962) contendo sacarose 2% (p/v) e crescidas em camara de crescimento
(250 pmol fotons m-2 s-1, 22°C) sob um regime de 16 h luz / 8 horas escuro antes de serem
transferidas para casa de vegetagdo, onde cresceram com um minimo de 250 pmol fétons m-2 s-1,
22°C, sob um regime de 16 h luz / 8 horas escuro (Carrari et al., 2003). Os experimentos foram
conduzidos usando frutos verdes completamente expandidos com 35 dias apés a floragao (DAF) e
frutos vermelhos maduros com 65 DAF.

Analise do perfil metabolico

Os niveis dos metabdlitos foram quantificados por GC-MS (cromatografia gasosa e
espectrometria de massa) como descrito por (Roessner-Tunali et al., 2003). Pericarpo de frutos de
tomate (250 mg) foram extraidos em 1400 ml de metanol, como descrito por (Roessner et al., 2000).
50 pl do padrio interno (2 mg de ribitol ml™" 4gua) foi utilizado para quantificagio. A mistura foi
extraida por 15 min a 70°C, misturada vigorosamente com 1 volume de agua, centrifugada a 3.750
rpm e subsequentemente seca em vacuo. O residuo foi redissolvido e derivatizado for 90 min a
30°C (em 80 pul de 20 mg ml™' metoxiamina hidrocloreto em piridina) seguido por tratamento por 30
min a 37°C (com 80 pl de N-metil-N-[trimetilsilil]trifluoroacetamida). Amostras de 1 pl foram
injetadas em um sistema GC-MS composto de um amostrador AS 200, um cromatografo a gas GC
8000 e um espectrometro de massa quadrupolo Voyager (Thermo Quest, Manchester, UK). GC foi
executado em uma coluna de 30 m SPB-50 com espessura de 0,25 um (Supleco, Bellfonte, CA). A
temperatura de injecdo foi de 230°C, a interface a 250°C, e a fonte de ions ajustada para 200°C.
Helium foi usado como gas carreador a uma taxa de 1 ml min™. A anélise foi executada utilizando-
se o seguinte programa: 5 min de aquecimento isotérmico a 70°C, seguido de aumento da
temperatura a 5°C min™ até 310°C, e um minuto final de aquecimento a 310°C. O sistema foi entdo
equilibrado por 6 min a 70°C antes da inje¢ao da proxima amostra. O espectro de massa foi gravado
a 2 scan s’ com uma taxa de scan de 50 a 600 m/z. Ambos cromatogramas e espectro de massa
foram avaliados usando o programa MASSLAB (ThermoQuest). As substancias identificadas foram
comparadas com padrdes, como descrito em (Roessner et al., 2000).

Quantificacao dos compostos volateis

A quantificacdo dos compostos organicos volateis foi executada segundo (Tikunov et al., 2005)
modificado. 500 mg de pericarpo de frutos vermelhos congelado foram macerados e pesados em um
tubo de vidro com rosca de 10 ml, fechado e incubado a 37°C por 10 min. 1 ml da solucdo EDTA-
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NaOH pH 7,5 foi adicionada a amostra para uma concentragdo final de 50 mM EDTA. CaCl, foi
imediatamente adicionado resultando em uma concentragdo final de 5 M (saturado). 100 pl de uma
solucao estoque de 1 ppm de 2-octanona foi também adicionado como padrao interno. Os frascos
fechados foram entdo sonicados por 5 min e usados para analise em micro-extracdo em fase solida
(SPME)-GC-MS. Os compostos volateis foram extraidos por exposicdo a uma fibra do tipo
StableFlex SPME — 65 pum PDMS-DVB Coating Supelco, Bellefonte, PA, USA) no espago aéreo
do frasco por 20 min sob agitagdo continua e aquecimento a 50°C. A fibra foi inserida dentro de um
cromatografo a gas Agilent Technologies 6890N (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) e os
compostos volateis foram removidos da fibra durante 1 min a 250°C. A cromatografia foi executada
em uma coluna Agilent Technologies DB-5 com gas hélio como carreador (37 kPa). A temperatura
do programa do cromatografo a gas iniciou a 45°C (2 min), foi aumentado gradativamente a uma
taxa de 5°C min-1 até 250°C e finalmente mantida a 250°C por 5 min. O espectro de massa na faixa
de 28 a 600 m/z foi medido por um espectrofotdmetro de massa Agilent Technologies 5975B a uma
velocidade de 5,0 scans s-1 e energia de ionizag¢do de 70 eV. Os dados de cromatografia e espectro
foram analisados usando o programa TagFinder (Erban et al., 2007).

Quantificacao de pigmentos

Os niveis de clorofilas a e b, luteina, 3-caroteno e licopeno foram determinados como descrito
por (Thayer & Bjorkman, 1990) modificado. O material, obtido a partir de 100-150 mg do pericarpo
dos frutos, foi extraido em 500 pl de acetona 80%, centrifugado por 10 min, o sobrenadante
coletado e o precipitado extraido novamente com 500 pl de acetona 100%. O extrato foi
centrifugado novamente por 10 min e os sobrenadantes combinados. Os pigmentos foram separados
em extratos (volume de injecao de 100 pul) por Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)
em uma coluna YMC Pack ODC — A-303 250 x 4,6 mm L.D., S 5 pm, 12 mm. Os pigmentos foram
detectados pela absorbancia a 450 nm e identificados por comparagdo com uma curva padrao. Os
pigmentos foram eluidos com (A) 87% (v/v) acetonitrila, 10% (v/v) metanol, 3% (v/v) 100 mM
Tris-HCI, pH 8,0, e (B) 67% (v/v) metanol, 32% (v/v) etethilacetato. O gradiente aplicado foi de 5
min a 100% (A), seguido por um gradiente linear até¢ 100% (B) durante 20 min a uma taxa de 0,75
ml min-1. Apds 25 min, um gradiente linear até¢ 100% (A) foi aplicado e estas condi¢des mantidas
por 10 min

RESULTADOS E DISCUSSAO

O aumento da producao climatérica de etileno, durante o processo de amadurecimento em frutos
¢ caracterizada por controlar o inicio das alteragdes da coloracdo, aromas, textura, sabor, entre
outras mudangas bioquimicas em frutos de tomate (Alexander & Grierson, 2002). Quando
analisados frutos de tomate em dois diferentes estadios de desenvolvimento, frutos verdes e
vermelhos maduros (35 ¢ 65 DAF), um pronunciado aumento dos niveis de glicose e frutose sdo
encontrados (Tabela 1). Este aumento esta associado a quebra de amido transitdrio, o qual ¢
acumulado em frutos verdes e degradado nos estagios finais de desenvolvimento (Robinson et al.,
1988, Cuartero & Fernandez-Munoz, 1999). Em contrapartida, os niveis de sacarose decresceram
(Tabela 1), possivelmente pelo aumento da atividade total da enzima invertase, responsavel pela
degradacao deste composto durante o amadurecimento dos frutos (Schaffer & Petreikov, 1997).

O amadurecimento de frutos de tomate, marcado por um pico respiratério concomitante com a
producdo de etileno (McMurchie et al., 1972), resultou em grandes alteracdes no metabolismo,
como aumento marcante dos niveis de agucares e diminui¢ao dos acidos organicos, em acordo com
trabalhos anteriores (Robinson et al., 1988, Carrari et al., 2006). O aumento de frutose, o qual ¢
conhecido por ser duas vezes mais doce que a sacarose, contribui diretamente para o sabor em
frutos maduros.

O sabor caracteristico dos frutos de tomate ainda ¢ resultante do decréscimo significativo de
alguns importantes acidos organicos, como acido malico e acido ascorbico, embora acido citrico,
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outro importante acido organico em frutos de tomate, ndo tenha sido alterado entre os diferentes
niveis de maturacao (Tabela 1).

Tabela 1. Perfil metabdlico analisado em pericarpo de frutos verdes (35 DAF) e vermelhos

maduros de tomate (65 DAF).

Frutos verdes

Frutos maduros

Média Média

Relativa SE Relativa SE
acgticares
glucose 1,00 + 0,07 4,71 £ 0,59
galactose 1,00 + 0,06 6,39 + 1,05
frutose 1,00 + 0,10 239 + 0,25
sacarose 1,00 + 0,04 0,36 =+ 0,07
maltose 1,00 + 0,02 1,77 =+ 0,29
trealose 1,00 + 0,10 2,10 + 0,35
ribose 1,00 =+ 0,20 4,08 = 0,36
arabinose 1,00 + 0,10 201 £ 0,17
xilose 1,00 =+ 0,05 1,96 <+ 0,15
dcidos organicos
citrato 1,00 + 0,11 1,22+ 0,12
isocitrato 1,00+ 0,30 0,80 =+ 0,17
succinato 1,00 <+ 0,13 1,03 <+ 0,11
fumarato 1,00 + 0,08 1,48 + 0,27
malato 1,00 + 0,10 045 + 0,04
aspartato 1,00 + 0,12 2,41 + 0,48
ascorbato 1,00 + 0,11 033 <+ 0,07
amino dcidos
glutamato 1,00 + 0,20 3,21 + 0,53
treonina 1,00 + 0,16 1,13 + 0,06
serina 1,00 + 0,12 096 =+ 0,14
glicina 1,00 + 0,12 250 <+ 0,27
isoleucina 1,00 + 0,16 0,84 + 0,08
leucina 1,00 + 0,14 0,66 =+ 0,07
valina 1,00 + 0,11 0,31 =+ 0,03
alanina 1,00 + 0,20 9,77 + 1,46
-alanina 1,00 =+ 0,12 0,38 = 0,06
asparagina 1,00 + 0,23 049 + 0,03
fenilalanina 1,00 + 0,05 0,38 = 0,03

Médias relativas dos frutos verdes foram obtidos através das médias das areas integradas dos picos detectados por
GCMS e considerados 1,00. As médias dos frutos vermelhos foram normalizadas em relagdo as médias obtidas para
frutos verdes. Valores apresentados em negrito diferem significativamente entre os estddios de matura¢do, como
determinado pelo teste # ao nivel de 5% de probabilidade
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Tabela 2. Compostos volateis presentes em pericarpo de frutos vermelho maduro (65 DAF).

Resposta SE
3-ionona 0,0232  0,0036
Hexanal 0,0492  0,0045
1-penten-3-ol 0,0059  0,0008
3-metilbutanal 0,0018  0,0007
(E)-2-hexenal 0,1150  0,0063
2-isobutiltiazol 0,1219  0,0387
(E)-2-heptenal 0,0312  0,0036
6-metil-5-hepten-2-ona 0,0679  0,0050
3-metilbutanol 0,0044 0,0011
Geranilacetona 0,1487 0,0170
Geranial 0,0267 0,0050
1-pentanol 0,0053  0,0007
(E)-2-pentenal 0,0048  0,0006
Butanol 0,0008  0,0001
2-etilfurano 0,0011  0,0001
2-metil-1-butanol 0,0046  0,0018
3-metil-butanonitrilo 0,0054 0,0010
a-pineno 0,0008 0,0001
2-pentilfuran 0,0043  0,0004
Benzaldeido 0,0088  0,0011
Octanal 0,0019  0,0002
(E)-2-octenal 0,0133  0,0012
Nonanal 0,0088 0,0010
Guaiacol 0,0511  0,0092
Decanal 0,0013 0,0001
(E,E)-2,4-decadienal 0,0142  0,0027
Eugenol 0,0211  0,0037

Dados representam a razdo das respostas médias obtidas através das areas integradas dos picos detectados por GCMS

para as areas dos picos de um padrdo interno quantitativo (2-octanona).

Apesar de nao haver um padrao de mudangas em relacdo aos amino acidos, o estudo isolado
destes compostos pode auxiliar no entendimento das alteragdes no metabolismo secundario de
frutos de tomate. Os amino acidos leucina e valina, por exemplo, tem seus niveis diminuidos
durante o amadurecimento, possivelmente pela sua utilizacdo na producdo de compostos volateis
(Tabela 2) como 3-metilbutanal e 3-metilbutanol (Yu et al., 1968). Estes compostos contribuem
diretamente para o aroma dos frutos (Baldwin et al., 2000), resultando em incremento do aroma de
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malte (http://www.flavornet.org/). Da mesma maneira, o decréscimo de fenilalanina, precursora da
sintese de benzaldeido (Lamascolo et al., 2001), pode também ser resultado do aumento da sintese
deste composto volatil, o qual contribui para o aroma adocicado dos frutos maduros.

O amadurecimento dos frutos ainda foi acompanhado pela diminui¢cdo dos niveis de clorofila e
aumento de outros pigmentos, como licopeno e B-caroteno (Figura 1). Carotenoides sdo conhecidos
por determinar o padrao de coloragdo de frutos, e sua sintese esta intimamente relacionada a
producdo de etileno durante o amadurecimento (Jeffery et al., 1984, Oeller et al., 1991). Estes
compostos sdo produzidos nos plastidios pela via do DOPX (1- desoxixilulose 5-fosfato)
(Lichtenthaler et al., 1997), cujos precursores piruvato e gliceraldeido-3-fosfato estdo envolvidos
em outras rotas metabolicas no metabolismo primério. No entanto, carotenoides também podem
atuar como precursores para a sintese de compostos volateis (Lewinsohn et al., 2005). Os aumentos
observados nos niveis de licopeno e B-caroteno em frutos vermelhos propiciam portanto condi¢des
para que compostos voldteis, como geranial e B-ionona (Tabela 2) respectivamente, sejam
sintetizados. A sintese e volatilizacdo destes compostos resulta assim no incremento do odor de
menta e de flores em frutos maduros (http://www.flavornet.org/). Outro importante composto
volatil, geranil acetona, o qual também contribui com aroma de flores aos frutos maduros, também
tem como precursores carotendides (Lewinsohn et al., 2005), destacando assim a importancia dos
pigmentos ndo apenas na qualidade visual, mas também na composi¢ao aromatica dos frutos.

Outros importantes compostos volateis possuem ainda como precursores lipidios e lignina, como
guaiacol e eugenol, os quais também contribuem para o aroma adocicado dos frutos vermelhos,
sendo ainda de extrema importancia o estudo destes no contexto do amadurecimento dos frutos de
tomate.

R-caroteno ‘\__{ *
Licopeno
*

Clorofila A 1
Clorefla®

Luteina WE* EE 35 DAF

[ 65 DAF
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Mg g massa fresca™

Figura 1. Teor de pigmentos em pericarpo de frutos verdes (35 DAF) e vermelho maduro (65 DAF)
de tomate. Asteriscos indicam valores significativamente diferentes entre os estagios de
desenvolvimento, como determinado pelo teste ¢ ao nivel de 5% de probabilidade.
CONCLUSOES

A sintese e o acimulo de compostos envolvidos no metabolismo primario de frutos de tomate,
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aliado as importantes varia¢des ao longo do desenvolvimento do fruto, fornecem, além de contribuir
diretamente no sabor dos frutos, substratos para a sintese de compostos envolvidos no metabolismo
secundario e propiciam assim condi¢des favoraveis para que os compostos volateis sejam
sintetizados, resultando no caracteristico sabor dos frutos de tomate.
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