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ABSTRACT

ACCUMULATION OF NITROGEN COMPOUNDSAND
NITRATE REDUCTASE ACTIVITY IN LETTUCE
CULTIVATED IN DIFFERENT CROPPING SYSTEMS

Nitrate content determination is important for food
quality evaluation, since nitrate when ingested is reduced the
nitrite, which can generate harmful compounds to the human
organism. Therefore, this research had as objective to study the
accumulation of nitrogen compoundsand nitrate reductase activity
inlettuce cultivar 'Vera grown under different cropping systems,
in Registro, S&o Paulo State, Brazil. Sap samples of the xylem,
stems, and roots were collected for quantification of nitrogen
compounds and reductase activity in vivo. The nitrate
concentration in the xylem sap, the nitrate and amino acids
contents, and the nitrate reductase activity were more expressive
in plants cultivated under hydroponic solution, followed by the
conventional system, and | ast, by the organic system. The highest
nitrate and amino acids levels were found in the stems, for the
three cropping systems. The nitrate reductase activity in rootsis
higher than in leaves. The nitrate content, independently of the
croppping system, varied from 24.32 mg kg*to 800.06 mg kg*
of fresh weight in the different parts of the plant. However, it
does not exceed the maximum limitsrecommended by literature.

KEY-WORDS: Vegetables; nitrite; quality; nitrogen metabolism.

INTRODUGCAO

A concentracdo de nitrato € um importante
indice da qualidade dos alimentos (Mantovani et al.
2005). Quando ingerido pelo homem, o nitrato sofre
acdo microbiana na saliva e é reduzido a nitrito, o
qgual reage com aminas, produzindo compostos
Nnitrosos como as hitrosaminas, que sAo potencia mente
carcinogénicas (Cassens 1997). Em criangas, o nitrito
pode provocar ametemoglobinemia, doencaque causa
oimpedimento do transporte de oxigénio dosalvéolos

RESUMO

O teor de nitrato € um importante indice da qualidade
dosalimentos, poiso nitrato, quandoingerido, éreduzido anitrito,
o qual pode gerar compostos prejudiciais ao organismo humano.
Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo estudar o
acumulo de compostos nitrogenados e a atividade da enzima
redutase do nitrato em alface cultivar 'Vera, produzida no
municipio de Registro-SP, em diferentes sistemas de cultivo.
Foram coletadas amostras daseivado xilema, daparte aéreaeda
raiz das plantas para quantificacdo de compostos nitrogenados e
atividade daredutase do nitratoin vivo. A concentrag@o denitrato
naseivado xilema, osteoresde nitrato e aminoéacidos, bem como
a atividade da redutase do nitrato, foram mais expressivos em
plantas cultivadas em hidroponia, seguida das cultivadas no
sistema convencional e, por Ultimo, do organico. Os maiores
teores de nitrato e aminoé&cidos foram observados no caule, nos
tréssistemasdecultivo. A atividade daredutasedo nitrato daraiz
€ superior adafolha. O teor de nitrato, independentemente do
sistema de cultivo, variou de 24,32 mg kg a 800,06 mg kg* de
matéria fresca (MF), nas diferentes partes da planta, ndo
excedendo, contudo, os limites méximos recomendados pela
literatura.

PALAVRAS-CHAVE: Hortaliga; nitrito; qualidade; metabolismo
do nitrogénio.

pulmonares paraostecidos, o que podelevar amorte
(Wolff & Wasserman 1972, Swann 1975).

Os vegetais sdo a principal fonte de nitrato e
nitrito nadietahumana (Amr & Hadidi 2001). Vérios
estudos tém sido feitos na tentativa de identificar
fatores que determinam o acimulo de nitrato em
vegetais, tais como tipo, forma e quantidade de
fertilizante nitrogenado (Eliaet al. 1998); estacéo de
cultivo (Walters 1991); e fatores ambientais como
luz, temperatura, umidade e estrutura do solo, bem
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como agentes de protecdo de plantas (Takebe et al.
1995, Biemond et al. 1996, Grevsen & Kaack 1996).

A aface (Lactuca satival.), que éahortaica
folhosa mais consumida no pais, utilizada
normalmente in natura (Faquin et al. 1996), possui
grande predisposi¢do ao acimulo de nitrato, quando
comparada a outras hortalicas (Corré & Breimer
1979). Por outro lado, apresenta grande resposta a
adubacao nitrogenada (Kiehl 1985, Smith & Hadley
1989). Assim, devido ao fato deo nitrogénioinfluenciar
positivamente na producdo daalface, 0 seu uso €, na
maioriadas vezes, excessivo e pode acarretar efeitos
negativos na qualidade quimicadaalface.

No processo de reducéo e assimilagdo do
nitrato em plantas, a redutase do nitrato (NR, EC
1.6.6.1) éaprimeirae maisimportante enzimadeste
processo. Suaatividade depende, principal mente, da
luz e do continuo suprimento de nitrato, através do
xilema (Kawachi et al. 2002). Evidéncias sugerem
que € aprincipa enzimaque limitaaassimilagdo do
nitrogénio em muitasplantas (Leaet al. 1997), eque
é regulada em nivel de transcricdo ou pos-traducéo,
tornando-se um marcador potencial do nivel de
nitrogénio interno da planta, por refletir o regime de
nitrogénio a ela imposto (Genenger et al. 2003).
Torna-se entdo, um alvo interessante para estudos
gue visem ao aumento da eficiéncia da adubacdo
nitrogenada e a prevencédo do acumulo do nitrato.

O presente trabal ho teve como obj etivo estudar
0 acUmulo de compostos nitrogenados e a atividade
da enzima redutase do nitrato, em alface produzida
em Registro (SP), sob diferentes sistemas de cultivo.

MATERIAL E METODOS

O presentetrabalho foi realizado no municipio
de Registro, SP (24°29'22"S, 47°50'10"W € 11,99 m
de altitude), em trés propriedades rurais. Foram
avaliadostrésdiferentessistemasde cultivo deaface:
convencional, organico e hidropdnico. Em todos os
cultivosfoi utilizadaa cultivar Vera (Sakata).

No sistemaorganico, aadubacéo foi feitacom
umamisturade cascade arroz carbonizada, bokashi,
esterco de galinhaetermofosfato Yoorin. No sistema
convencional, foram aplicados 60 kg ha' de N e, no
sistema hidropbénico — NFT (técnica do filme de
nutrientes), a concentracdo inicial de N na solugédo
nutritivafoi de 14 mmol (22% naformaamoniacal e
78% naforma nitrica).
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O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com trés tratamentos
(sistemas de cultivo) e cinco repeticdes (plantas). O
experimento foi repetido trésvezes (triplicata), sendo
cada um realizado em trés dias consecutivos. No
primeiro experimento, as amostragens foram assim
realizadas: no primeiro dia, sistemaconvencional; no
segundo, sistema organico; e, no terceiro, sistema
hidropdnico. No segundo experimento, a sequéncia
de coleta nos trés respectivos dias foi: sistema
orgénico, sistemaconvenciona esistemahidroponico.
No terceiro, a sequiéncia de coleta nos sistema foi:
hidropdnico, orgénico e convencional.

As coletas foram realizadas no periodo de
janeiro afevereiro de 2007, em dias com ata lumi-
nosidade. Paratal, as 11:00 horas, plantas em ponto
de colheita nos trés sistemas de cultivo, com bom
suprimento de agua, foram decapitadas, préximo ao
colo, com estilete. Em seguida, aregido do corte foi
lavada com &gua destilada, seca com papel
absorvente, sendo aseivado xilemacoletadaininter-
ruptamente por 30 min., por meio de um capilar de
vidro, e guardadaem frascos mantidos no gelo. Ap6s
o corte, aparte aérea das referidas plantas foi lavada
com &gua corrente, acondicionada em saco pléstico
emantidaem caixadeisopor com gelo. Apésacoleta
da seiva do xilema, as raizes foram processadas da
mesma maneira, assim como outras plantas, para a
determinacdo da matéria fresca e seca. Todo o
material coletado foi imediatamente transportado ao
laboratério (Campus de Registro, Universidade
Estadual Paulista"Julio de MesquitaFilho" —Unesp).

No laboratério, aseivado xilemafoi guardada
em freezer a-20°C. Parte das raizes, caules e folhas
foi utilizada para determinagdo de nitrato e
aminoé&cidostotais. Outraparte, paraadeterminagao
da matéria fresca e seca, respectivamente, apos a
pesagem do material coletado e apesagem do material
seco em estufa, a 70°C.

Para as determinaces feitas em tecido foliar,
as folhas foram separadas, em func¢éo da idade do
tecido, em folhavelha, consideradaa primeirafolha
produzidapelaplanta, ou seja, amaisexterna, locali-
zada na base da planta e sem sinal de senescéncia; e
folhanova, aultimafolhacompletamente expandida.
Na sequéncia, estas foram seccionadas, separando-
seanervuramedianae o limbo foliar.

Paraaextracao de nitrato e aminoécidostotais,
amostras de raizes, caules e folhas foram maceradas
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em almofariz, na presenga MCA (metanol:
cloroférmio:égua) 12:5:3 (v/v) (Bieleski & Turner
1966). Em seguida, foram feitas trés extragoes,
intercaladas por centrifugactes de 20 min., a 4.000
X g, sendo os sobrenadantes de cada uma das
centrifugacdes reunidos. Para cada 4,0 mL do
sobrenadante, adicionou-se 1,0 mL decloroférmioe
1,5 mL de &gua deionizada. Ap6s intensa agitacao,
fez-seacentrifugac@o damistura, a2.000 x g, por 10
min., para acelerar a separacdo das fases. A fase
hidro-alcodlica foi removida e submetida a banho-
maria, a 40°C, durante duas horas, para a completa
eliminacdo do residuo de clorof6rmio, eo volumefina
determinado em proveta.

A determinacdo da concentracdo de
aminoécidos livres totais seguiu 0 método proposto
por Yemm & Cocking (1955), usando como padréo
leucina, e a determinacdo do nitrato, o0 método
proposto por Cataldo et al. (1975).

A determinacdo da atividade da redutase do
nitrato in vivo foi realizada segundo a metodologia
descrita por Jaworski (1971), com pequenas
modificacbes. Essadeterminacdo foi iniciadasempre
as 14h30min., apartir dacoletade discosfoliaresdo
limbofoliar datltimafolha, completamente expandida,
e secdes da por¢ao mediana das raizes, que foram
infiltradas com 2,0 mL de meio de incubacéo,
contendo 0,1 M tampéo de fosfato de potassio pH
7,5e1%depropanal (v/v). A incubacdo foi conduzida
a 30°C, por uma hora, no escuro. Foram retiradas
aliguotas do meio de incubacéo, sendo a reacao
enzimética paralisada pela adi¢do de sulfanilamida
1% em HCI 3 N e 1,0 mL de naftil-etileno-diamino
0,02% e agitagdo. ApGs cinco minutos de repouso,
foi feitaafiltragem, seguidadaleiturade absorbancia,
a 540 nm, para a determinacdo da concentracdo de
nitrito. A atividade daenzimafoi expressaem mmoles
de NO, g* de matéria fresca, por hora.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise
de variancia, sendo a diferenca significativa entre
tratamentos determinada pelo teste F. Asmédias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey, a
5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A matériasecatotal das plantas cultivadasem
sistema hidrop6nico e convencional ndo diferiram

entre si e foram superiores as obtidas para plantas
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cultivadas no sistema organico (Tabela 1), apresen-
tando a mesma tendéncia da matéria fresca total.
Apesar disso, ndo houve diferengas no nimero de
folhas entre plantas cultivadas nos trés sistemas de
cultivoavaiados.

Plantas cultivadas em sistema hidropénico
apresentaram maior acUmulo de matéria fresca no
limbo foliar e, concomitantemente, menor aciimulo
de matéria fresca nas nervuras e caule, quando
comparadas com plantas cultivadas nos sistemas
organico e convencional, que ndo diferiram entre si
(Figural). O menor investimento em cauleenervuras
pode ser umaconsequiénciadamaior disponibilidade
de &gua e nutrientes no sistema hidroponico, se
comparado com os demais sistemas de cultivo.

Independentemente da parte da planta que foi
analisada, houve sempre maior acimulo de nitrato
no sistema hidropénico, seguido do sistema conven-
cional e, por ultimo, do sistemaorganico (Figura2a).
Ou sgja, atendéncia de acimulo foi proporciona a
disponibilidade de nitrato nos sistemas de cultivo,
conforme também verificaram Beninni et al. (2002).

Em hidroponia, as solugdes usadas sdo ricas
em nitrato, na forma prontamente disponivel e em
condicdes favoraveis a absorcdo pelas raizes. No
sistemaconvencional, é possivel utilizar asduasfontes
denitrogénio, aamoniacal eanitrica, havendo sempre
a tendéncia da forma amoniacal se transformar na
forma nitrica, com o decorrer do tempo, apos a
adubacdo, pela acdo das bactérias nitrificantes. Ja
no sistema organico, o produtor tende a usar
fertilizantes de origem orgéanica, que, em geral,
possuem maior disponibilidade de nitrogénio naforma
amoniacal. Assim, 0s teores de nitrato nos produtos
hidrop0ni cos tendem a ser superiores aos observados
em plantas cultivadas noutros s stemas, primeiramente
pelo uso em maior quantidade e, em segundo lugar,

Tabela 1. Matéria fresca total, matéria seca total e nimero de
folhas de plantas de alface cv. Vera, em funcéo dos
sistemasdecultivo, no ciclo primaveralveréo (Registro,

SP).
Sgearesde Maériafrescatotd  Matériasscatotd NUmero
autivo gplata® gplatal defolhes
Orgénico 216,45°1 8,27° 15,06
Cornvenciond 301,182 12,632 16,752
Hidropdnico 369,452 14,362 18,032
V(% 11,26 9,74 16,74

1. Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste Tukey.

Pesquisa Agropecuaria Tropical
v. 38, n. 3, p. 180-187, jul./set. 2008



Compostos nitrogenados e atividade da redutase do nitrato em alface sob diferentes sistemas de cultivo

70 a
i [ Organico
60 t.2ZZ] Convencional
| b b [ Hidropénico
g 50 Z
> ]
Zﬁ 40+
©
& 304
®
s 1 a a a_ a
20
] b b
10
0 T T .—f7|77(ﬁ

limbo nervura caule raiz

Partes da planta

Figura 1. Matéria fresca alocada nas diferentes partes da planta
de aface cv. Vera, em fungéo dos sistemas de cultivo,
no ciclo primavera/verdo, em Registro, SP (médias
seguidas damesmaletra, paracadaparte daplanta, néo
diferem entre si pelo teste Tukey, a 5% de proba-
bilidade).

pelamaior disponibilidade desse nutriente no sistema
de cultivo. Mondin (1996) observou o contrario,
trabalhando com as cultivares de alface Lucy Brow,
Taina, Elisa, Verbnicae Marisa.

Houve maior acimulo de nitrato nos tecidos
do caule, seguido da raiz e do limbo foliar,
provavelmente por fluxo de nitrato paraoutros sitios
de reducéo (Figura 2a). O maior acimulo no caule,
gue normal mente ndo é 6rgao de consumo, seguido
pelaraiz, provavelmente se deve ao fato deo caulee
araiz serem érgaos de fluxo de nitrato, por meio do
xilema, para sitios de reducdo. Segundo Santamaria
et a. (1999), os 6rgdos da planta de maior acimulo
s80 peciolo, seguido defolhag, posteriormente, caule,
diferentemente do observado neste trabalho, onde,
depois do caule, asequiénciadecrescente de acimulo
foi raiz, nervuraelimbofoliar.

Por outro lado, Pavlou et a. (2007) obtiveram
resultados similares a presente pesquisa, ou seja,
teoresbem maisbaixosdenitrato, em folhasde alface
cultivadas com fertilizantes organicos, que variaram
de 253-435 mg kg?! de matéria fresca (MF),
comparativamente a plantas cultivadas com
fertilizantesinorgénicos, que variaram de 572-664 mg
kg* MF. A influéncia do sistema de cultivo na
acumulacdo do nitrato nas folhas também foi
verificada por Beninni et a. (2002). Além do papel
nutricional, outro beneficio do acimulo do nitrato no
tecido éamanutencado daturgescénciacelular (Blom-
Zandstra & Lampe 1985), pela sua atuagdo como
regulador osmatico.
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Figura 2. Teor nitrato (a) e aminoé&cidos livres totais (b), em
diferentespartesdaplantadeafacecv. Vera, em fungéo
dossistemas de cultivo, no ciclo primavera/verdo, em
Registro, SP (LNF, limbo foliar de folha nova; LFV,
limbofoliar defolhavelha; NFN, nervuramedianade
folhanova; NFV, nervura mediana de folhavelha; C,
caule; R, raiz). Médias seguidas da mesma letra para
cada parte da planta ndo diferem entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste Tukey.

O fato de as plantas cultivadas em hidroponia
apresentaram menor matéria fresca acumulada no
caule e nas nervuras (Figura 1) pode ter contribuido
para 0 maior acUmulo de nitrato nestas partes da
planta, como efeito de concentracdo (Figura2a). Esse
fato, entretanto, ndo explica 0 maior acimulo de
nitrato nas raizes das plantas sob 0 mesmo sistema
decultivo.

Oteor denitrato variou de 24,32 mg kg* MF a
800,06 mg kg* MF, independentemente do sistema
de cultivo € ou parte da planta, para os diferentes
sistemasde cultivo (Figura2a). Contudo, ndo excedeu
os limites estabel ecidos pela Comunidade Européia,
de 3.500 mg kg* MF a 4.500 mg kg* MF, para
vegetais em cultivo protegido, especialmente alface
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(Shoroeder & Bero 2001). Segundo estes autores, 0
l[imite para o cultivo em campo aberto é de
2.500 mg kg*.

O método de quantificacdo de nitrato utilizado
no presente trabalho, segundo as informacgdes de
Mantovani et a. (2005), tende a superestimar o teor
real, relativamente aoutros métodos de quantificagao.
Porém, esse método apresenta baixo coeficiente de
variacdo, o que indicamaior precisdo. Sendo assim,
considera-se que os val ores obtidos neste estudo séo,
de fato, ainda mais baixos que os limites maximos
estabelecidos naliteratura, o queindicaboaqualidade
da hortalica produzida nos trés sistemas de cultivo.

Os val ores minimos e maximos para os teores
de aminoé&cidos, nas diferentes partes da planta,
foram, respectivamente: 0,89 mmol kg* MF e 8,34
mmol kg! MF, no sistema orgénico; 0,97 mmol kg*
MF e 11,24 mmol kg MF, no sistemaconvencional;
e 1,25 mmol kg* MF a 15,24 mmol kg e 8,34 mmol
kg! MF, no sistemahidropdnico, ultrapassando, neste
caso, 0 vaor maximo de 9,0 mmol kg MF obtido por
Pereira et al. (1989), também em alface.

No limbo foliar de folhas novas e velhas, os
teores de aminoacidos foram mais altos em plantas
cultivadas em sistema convenciona e hidropdnico,
os quais ndo diferiram entre si (Figura 2b). Nas
nervuras de folha nova e folha velha, ndo houve
diferencas nos teores de aminoéacidos entre os
sistemas de cultivo. No caule e naraiz, 0s maiores
teores foram observados em plantas produzidas no
sistemanhidroponico, seguido do sistemaconvencional
e, por tltimo, do sistemaorganico. A mesmatendéncia
de acimulo de aminoacidos no caule e naraiz foi
observadatambém para o acimulo de nitrato (Figura
2), demonstrando que teoresmais elevados de N, na
formade aminoécidos, em tecidosdo cauleedaraiz,
sd0 decorrentes do acimulo mais intenso de N, na
forma de nitrato, nestes 6rgaos.

A quantidade de N transportada pela seivado
xilema, na forma de aminoéacidos, em relacdo ao
nitrato, segundo Atkinset al. (1980), reflete ataxade
assimilacdo de nitrato na raiz, em relacdo a parte
aérea. No presente estudo, a concentracéo de nitrato
e aminoacidos na seiva do xilema (Figura 3), além
dos teores de aminoéacidos naraiz (Figura 2b) e dos
valores de atividade da redutase do nitrato, também
naraiz, apdia esta hipotese (Figura4a). A atividade
daredutase naraiz foi ligeiramente superior ado limbo
foliar (Figura4b), em todos os sistemas de cultivo.
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Essesresultados contrariam o perfil deformas
de transporte de N no xilema, nas plantas sob os
sistemas hidroponico e convencional, cujas
concentragdes de nitrato foram, pelo menos, duas
vezes mais atas, em relacdo as concentragdes de
aminoécidos, porém, diferentes das plantas sob
sistema organico, onde predominou o transporte de
aminoacidos (Figura3). A reducdo de partedo nitrato
naraiz contribui para o seu menor acimulo na parte
aérea. Por outro lado, em termos energéticos, quando
o nitrato éreduzido eassimilado nafolha, isso émais
vantajoso para a planta, pois grande parte do poder
redutor requerido neste processo € gerado pelaluz,
viaferredoxina. Em contrapartida, quando o nitrato é
reduzido e assimilado naraiz, grandes quantidades
defotoassimiladostém que ser importadas e oxidadas
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Figura 3. Concentragdo de nitrato (a) e aminoécidoslivrestotais
(b), naseivado xilemadeplantasdeafacecv. Vera, em
funcéo dossistemasde cultivo, no ciclo primaveralverdo,
em Registro, SP (médias seguidas da mesma letrando
diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste
Tukey).
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Figura4. Atividade daredutase do nitrato in vivo, naraiz (a) eno
limbofoliar (b) deplantasde afacecv. Vera, emfuncéo
dos sistemas de cultivo, no ciclo primaveralveréo, em
Registro, SP (médias seguidas da mesma letra ndo
diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste
Tukey).

pelaraiz, por meiodaglicdlise, ou viapentoses-fosfato,
paraprover o poder redutor, aenergiae os esquel etos
carbbnicos paraaassimilagdo. Considerando-se que
25% da energia produzida pela fotossintese é gasta
na assimilagdo do nitrato (Solomonson & Barber
1990), as plantas crescem mais rapido quando
reduzem o nitrato na folha (Beevers & Hageman
1980, Scheurwater 2002).

Os valores obtidos de atividade da redutase
do nitrato in vivo estiveram relacionados com a
disponibilidade de nitrato, nos diferentes sistemasde
cultivo aque asplantasforam submetidas (Figura4).
O nitrato, além de regular a atividade daredutase do
nitrato, por indugdo de suasintese, temforteinfluéncia
sobre as proteinas de transporte de nitrato
relacionadas a absorgéo e acimul o no vacuol o, bem
como sobre as enzimas redutase do nitrito (RNi),
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sintetase do glutamato (GS) e amidatransferase da
glutamina 2-oxoglutarato (GOGAT), dependente de
ferredoxina (Sodek 2004). No caso da folha, é
importante frisar que ndo é o teor de nitrato pré-
existente neste 6rgdo que induz a sintese daenzima,
mas a quantidade de nitrato trazida pelo fluxo
transpiratorio viaxilema (Sodek 2004).

Os altos teores de nitrato nos tecidos do caule
edas nervuras podem indicar que essestecidos, além
de gjudarem nadistribui¢do do nitrato absorvido pela
raiz, podem atuar como sitios de acimulo. Resultados
similaresforam obtidos por Cometti et al. (2004). No
presente estudo, observou-se, ainda, que os teores
de amino&cidos livres totais também foram atos no
caule. No entanto, 0 mesmo comportamento néo foi
observado nas nervuras (Figura 2), provavelmente
em decorrénciadatransformacdo maisrapida destes
amino&ci dos em outros compostos nitrogenados, em
regides proximas as nervuras.

CONCLUSAO

Os sistemas de cultivo promovem diferencas
no acuimul o de compostos nitrogenados e na atividade
daredutasedo nitrato, em aface, com resultadosmais
expressivos em plantas cultivadas no sistema
hidropbnico, seguidas das plantas cultivadas em
sistema convencional e, por Ultimo, daquelas sob
sistemaorgénico de cultivo. Contudo, nas condi¢oes
avaliadas, em nenhum dos s stemas osteores denitrato
excedem oslimites maximos de referénciarecomen-
dados naliteratura.
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