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RESUMO

PIRES, Caroline Roberta Freitas. Transformagdes quimicas, fisicas e
bioquimicas de tomates submetidos a aplicacdo de acidos himicos e
cultivados em diferentes substratos orgéanicos, 2009. 84p. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) - Universidade Federal de Lavras, Lavras,

MG.

Com o objetivo de avaliar os efeitos dos acidos humicos e dos diferentes
substratos organicos na qualidade pos-colheita dos frutos do tomateiro hibrido
Vénus, o trabalho foi desenvolvido, durante o ciclo de produgido 2007-2008, na
Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG. Utilizaram-se, neste
experimento, quatro tipos de substratos: o primeiro (S1) era constituido apenas
por fibra de coco, o segundo (S2) por fibra de coco mais casca de café
carbonizada 1/3 (v/v), o terceiro (S3) por fibra de coco mais casca de café
carbonizada 2/3 (v/v) e o quarto (S4), apenas casca de café carbonizada. As
doses de 4acidos humicos foram de 0, 20, 40 e 80L.ha™, as quais foram aplicadas
quinzenalmente a partir do oitavo dia apds o transplantio, direto no substrato. O
delineamento foi em blocos casualisados 4x4, sendo o primeiro referente aos
tipos de substrato e o segundo, as doses de dcidos humicos com quatro
repeticdes. Avaliaram-se a produgdo de frutos pequenos, médios, grandes,
produgd@o comercial e total e as caracteristicas fisicas, fisico-quimicas, quimicas
¢ bioquimicas dos frutos. As doses de acidos humicos ndo influenciaram na
producdo de frutos pequenos, médios e grandes, producdo comercial, producao
total, teores de solidos soliveis totais, acidez titulavel, relacdo soélidos
soluveis/acidez titulavel, valores L*, a* e teores de betacaroteno. A fibra de coco
apresenta resultados significativamente superiores aos dos demais substratos,
com relagdo a producdo de frutos grandes, producao total, comercial e teores
médios de licopeno. Doses de acidos humicos de 80 L.ha™ promoveram redugio
na atividade das hidrolases de parede celular e aumento na concentragdo de
poliuronideos. Frutos cultivados na fibra de coco apresentaram aumento na
firmeza e reducdo da porcentagem de solubilizacdo com a aplicacdo de doses
crescentes de 4cidos himicos.

*Orientador: Luiz Carlos de Oliveira Lima - UFLA
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ABSTRACT

PIRES, Caroline Roberta Freitas. Chemical, physical and biochemical
transformation in tomatoes submitted to the application of humic acids and
growth in different organic substrates. 2009. 84p. Dissertation (Master in
Food Science) - Federal University of Lavras, Lavras, MG.

In order to evaluate the effects of humic acid and of different organic
substrates on postharvest quality of fruits of tomato hybrid "Vénus" the work
was done during the production cycle 2007-2008 in Lavras-Minas Gerais, the
Universidade Federal de Lavras. Was use in this experiment, four types of
substrates where the first (S1) was made only for coconut fiber, the second (S2)
for fiber and coco husk carbonized coffee 1/3 (v/v), the third (S3) for fiber coco
and husk carbonized coffee 2/3 (v/v) and fourth (S4) only carbonized bark of
coffee. The doses of humic acid were 0, 20, 40 and 80L.ha™', which were applied
fortnightly from the eighth day after transplanting, direct the substrate. The
design was casuality 4x4 blocks where the first refers to the types of substrate
and the second doses of humic acids with four replications. We evaluated the
production of fruits small, medium, large, and full commercial production and
the physical, physicochemical, chemical and biochemical fruit quality. The
doses of humic acids did not affect production in small, medium and large fruit,
commercial production, total production levels of soluble solids, acidity, ratio
soluble solids / acidity, values L *, a *, and levels of beta carotene. The coconut
fiber presents results significantly higher than other substrates, with respect to
the production of large fruits, total production, comercial and average levels of
lycopene. Doses of humic acids of 80 L.ha"' promoted a reduction in activity of
cell wall hydrolases and an increase in the concentration of poliuronideos. Fruit
growth in coconut fiber showed an increase in their firmness and a reduction in
the percentage of solubilization in the application of increasing doses of humic
acids.

*Adviser: Luiz Carlos de Oliveira Lima



1 INTRODUCAO

O tomate ocupa lugar proeminente entre as hortalicas cultivadas, no que
se refere ao consumo in natura e industrializado, sendo, por isso, considerado de
producdo e utilizagdo universal.

A comercializagdo do tomate € constituida por diferentes atividades, que
envolvem desde os cuidados que o produto requer ainda na planta, fase pré-
colheita, até a sua apresenta¢do ao consumidor. A etapa pré-colheita ¢ muito
importante, pois todo o processo de conservagdo, apos a colheita, dependera da
qualidade que o produto adquiriu durante a fase de crescimento e
desenvolvimento ainda no campo.

As mudangas tecnologicas que tém sido introduzidas nos ultimos anos
tém a finalidade de aumentar a qualidade po6s-colheita dos frutos e hortalicas,
sendo importante utilizar meios para o cultivo e o fornecimento das condic¢des
exigidas pelas culturas.

A adubagio realizada de forma racional é um dos fatores no conjunto de
medidas necessarias a elevacdo da produtividade das lavouras. Ao longo dos
anos, o uso de adubos orginicos tem mostrado a sua eficiéncia no
desenvolvimento das culturas e na melhoria da qualidade dos produtos agricolas.
(Rocha et al., 2001).

A solugdo do solo contém quantidades variaveis de matéria organica
dissolvida, sendo composta, na sua maioria, por moléculas complexas de
elevado peso molecular, conhecidas por substancias humicas. Essas substancias
sd0 materiais de ocorréncia natural que podem ser extraidos de solos, de
sedimentos e de aquiferos naturais.

As substancias humicas participam de processos agrondmicos e

ambientais. Servem de reservatorio para micronutrientes no solo,



disponibilizando-os mais tarde para as raizes das plantas; contribuem para a
estruturagdo e a capacidade tampao do solo, atuando na manutengdo do seu
regime hidrico (Vasconcelos et al., 2006)

Os efeitos das substidncias humicas sobre o metabolismo das plantas
foram resumidos por Nannipieri et al. (1993) como resultado (i) da influéncia
positiva sobre o transporte de ions facilitando a absor¢do; (ii) do aumento da
respiracdo e da velocidade das reacdes enzimaticas do ciclo de Krebs, resultando
em maior produgdo de ATP; (iii) do aumento no teor de clorofila; (iv) do
aumento na velocidade e sintese de acidos nucleicos; (v) do efeito seletivo sobre
a sintese proteica e (vi) do aumento ou inibicdo da atividade de diversas
enzimas.

Ao longo dos anos, a produgdo ¢ o uso de muitos produtos comerciais
contendo substincias humicas tém aumentado, sendo imprescindivel uma
investigacdo cientifica para comprovar os efeitos na melhoria do
desenvolvimento geral do vegetal.

Entre os principais fatores que contribuem para a redugdo da vida util de
tomates estdo as modificagdes texturais que acompanham o amadurecimento do
fruto. A medida que o fruto amadurece, ocorrem redugdo de sua firmeza e
aumento da suscetibilidade a deterioracdes, com consequente perda do valor
mercadolégico. Essas mudancas na sua textura estdo intimamente associadas
com as modificagdes nos compostos quimicos da parede celular. Busca-se
portanto, alternativas que visem uma redu¢do na atividade enzimatica da parede
celular e frutos com maior textura.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos de
doses crescentes de acidos organicos (acidos fulvicos e humicos), extraidos a
partir de minérios de lignitos conhecidos como leornadita e dos diferentes
substratos organicos na qualidade pos-colheita de frutos do tomateiro cultivar

Vénus.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fatores pré-colheita que influenciam a qualidade pds-colheita

As caracteristicas de producdo devem ser correlacionadas com a fase de
pos-colheita, considerando-se o tipo de mercado e o destino do produto. As
exigéncias do mercado interno, quanto aos atributos de qualidade, diferem das
do mercado de exportagdo, do mesmo modo que diferem as caracteristicas dos
produtos para o consumo imediato, armazenamento a curto, médio e longo prazo
ou para o processamento (Fontes & Silva, 2002).

Uma das dificuldades na conservagdo do tomate ¢ a alta perecibilidade
natural do fruto maduro, exigindo sua rapida comercializagdo apds a colheita.
Nos ultimos anos, tém-se realizado esforcos para melhorar a qualidade dos
frutos comercializados e, assim, atender as exigéncias dos consumidores.
Entretanto, a qualidade pos-colheita dos frutos também depende de fatores pré-
colheita.

Esses fatores podem ser intrinsecos do produto, como a selegdo de
sementes, cultivares mais adaptadas as condigdes edafoclimaticas da regido de
plantio e que apresentem maior grau de resisténcia as desordens fisioldgicas e
infecgdes por patdogenos (Chitarra & Chitarra, 2005), ou podem ser extrinsecos,
como fatores climaticos (radiagdo, temperatura, umidade relativa do ar, etc.),
fisiologicos (4rea foliar, captacdo de agua e nutrientes, biossintese organica,
etc.), de manuseio (poda, raleio, fertilizagdo, irrigagdo, pulverizagdo, controle
hormonal, controle de pragas e doencas e controle de estresses) e fatores de
amadurecimento (fisioldgicos, indices de qualidade, manuseio e controle da

maturagdo) (Sansavini, 1996).



Muitas perdas de produtos horticolas podem ser consideravelmente
reduzidas pela correta aplicagcdo de praticas recomendadas para a produgdo, a

colheita e 0 manuseio.

2.1.1 Acidos hiimicos

Durante muitos anos, a produ¢do quantitativa do tomateiro foi o
principal critério na avaliacdo do efeito das praticas culturais sobre esta cultura,
sendo a qualidade dos frutos pouco considerada. Entretanto, com os avancos das
pesquisas, aumentando o potencial de producdo do tomateiro e avaliando
também os fatores relacionados a qualidade, mais énfase tem sido dada ao efeito
das praticas culturais sobre os aspectos qualitativos do tomate. A maior parte dos
fatores que determinam a qualidade dos produtos vegetais € controlada
geneticamente. Dessa forma, a qualidade dos frutos do tomateiro difere entre as
cultivares (Warner et al., 2004), sendo também influenciada por outros fatores,
como a fertilidade do solo ¢ as condigoes climaticas.

Os acidos humicos sdo compostos organicos derivados da matéria
organica, solivel em meio basico e insoluvel em meio acido, precipitando como
uma substancia amorfa de coloragdo escura (Canellas et al. 2002).

As substincias humicas (SH) participam de importantes reagdes que
ocorrem nos solos, influenciando a fertilidade pela liberacdo de nutrientes, pela
detoxificagdo de elementos quimicos e pela melhoria das condigdes fisicas e
biolodgicas (Santos & Camargo, 1999).

Os grupos funcionais predominantes nas substancias humicas s3o os
oxigenados, principalmente carboxilicos (COOH), hidroxilas (OH), carbonilas
(C=0), metoxilas (OCH3) e, ocasionalmente, ésteres (COOR) e éteres (COC)
(Hayes et al., 1989).

Esses grupos funcionais sdo capazes de complexar-se com cations,

evitando precipitagdes indesejaveis da maioria dos micronutrientes, inclusive do



fosforo e atuam como estimulantes do crescimento vegetal, pela liberagdo de
moléculas bioativas com agdo semelhante a da auxina e¢ agdo direta em
atividades enzimaticas em diversas rotas metabdlicas (Vaughan & Malcolm,
1985).

Estudos espectroscopicos e fisico-quimicos tém demonstrado a
existéncia de quatro caracteristicas estruturais principais das substancias
htimicas que influenciam sua reatividade quimica: (1) polifuncionalidade,
indicando a existéncia de uma variedade de grupos funcionais e uma faixa larga
de reatividade dos grupos funcionais, representando uma mistura heterogénea de
polimeros interativos; (2) carga macromolecular, o desenvolvimento de um
carater anidnico numa rede macromolecular, com efeitos na reatividade dos
grupos funcionais e conformag¢ao molecular; (3) hidrofilicidade, a tendéncia de
formar liga¢des de hidrogénio fortes com moléculas de agua solvatando grupos
funcionais polares, como COOH e OH e (4) flexibilidade estrutural, indicando a
capacidade de associagdo intermolecular ¢ de mudanca de configuragdo
molecular em resposta a mudangas nos valores de pH, condi¢des redox,
concentragdo de eletrolitos e ligacdo de grupos funcionais (Sposito, 1989).

De acordo com Maccarthy et al. (1990), a presenca de acidos htimicos
aumenta a permeabilidade da membrana celular, os quais agem como moléculas
sinalizadoras, resultando num aumento da absor¢do de nutrientes.

A primeira barreira biologica na interface solugdo do solo-célula vegetal
¢ a membrana plasmatica (MP), sendo essa, portanto, alvo primario da acdo de
moléculas-sinais porventura presentes na solucdo do solo. As H'-ATPases tém
papel central no balango energético celular e na promogdo do enraizamento, uma
vez que fornecem energia (com a hidrélise de ATP—ADP + Pi + 3 a 5 mol de
H") para os transportadores de ions localizados na MP e gera o gradiente
eletroquimico responsavel pela polarizagdo da MP. A geragdo do gradiente

favorece termodinamicamente a absor¢do de ions e energiza o transporte



transmembranar (Sondergaard et al., 2004). Além disso, o abaixamento do pH
proporcionado pelo acimulo de H' no lado externo a célula providencia
condi¢des fisiologicas Otimas para o funcionamento de enzimas do tipo
hidrolases e fenoloxidases, enzimas com habilidade de romper ligagdes da
parede celular. Além dessas enzimas, as proteinas expansinas operam em
pH<4,5 e tornam a parede celular mais flexivel com o rompimento das ligagdes
de hidrogénio (Cosgrove, 2000). Desse modo, o bombeamento de H' para o
meio externo, pela acdo das ATPases, proporciona pH o6timo para a agdo de
expansinas, as quais relaxam a parede celular. O relaxamento da parede celular e
a consequente diminui¢do do potencial de parede (yp) e do potencial hidrico
(yH) dentro da célula favorecem a entrada de agua e, portanto, o turgor celular
(o acimulo de ions no citoplasma deve ser compensado pelo aumento do volume
da célula para atender o balango de massa e carga) (Cosgrove, 2000). Esse
mecanismo complexo e intrincado de promog¢ao do crescimento celular mediado
pelas H'-ATPases é conhecido como “teoria do crescimento 4cido” (Rayle &
Cleland, 1992). As auxinas assumem papel central nesse mecanismo, uma vez
que promovem tanto a transcricdo de genes codificando ATPases quanto a
ativagdo dessas proteinas (Rayle & Cleland, 1992).

Faganha et al. (2002) e Canellas et al. (2002b) demonstraram que os
acidos humicos de massa aparentemente elevada (pelo menos maior que 14 kDa)
isolados de vermicomposto apresentaram estimulos sobre a atividade de
hidrélise e transporte de H" das H'-ATPases de MP isoladas de raizes de plantas
mono e dicotiledoneas. Esses autores observaram aumento na sintese de H'-
ATPase, induzido por acidos himicos e postularam um mecanismo pos-
transcripcional via ativagdo de genes Mhal e Mha2, da mesma forma que as
auxinas disparam a sintese das H'-ATPases de MP.

Canellas & Santos (2005) e Zandonadi (2005), utilizando mutantes de

tomateiro porte micro (MT) com a mutagdo diageotropica (dgt) e raizes



transformadas geneticamente, supersensiveis a auxinas (MT8196), foram
testadas na presenca de acidos humicos. De acordo com o mesmo autor, os
acidos humicos, assim como as auxinas, ndo induziram o elongamento de
peciolos de tomate dgt, como ocorre nos peciolos de plantas-controle, indicando
que parte da acdo dos acidos hiimicos, neste fendmeno, esta relacionada com o
efeito promovido pela auxina. Além disso, o processo de diferenciagdo
observado pela quantificagdo das raizes emergidas também corroborou a
confirmagdo do efeito auxinico dos acidos humicos sobre o processo de
enraizamento de tomateiro. A H'-ATPase de membrana plasmatica foi
estimulada nas plantas de tomate MT. No entanto, nas plantas mutantes
insensiveis a auxina ndo foi observado qualquer estimulo significativo sobre a
bomba. Por outro lado, nas raizes transgénicas supersensiveis a auxina, tratadas
com &cidos humicos, o aumento da atividade da extrusdo de H' foi ainda maior
do que nas raizes de plantas com geno6tipo MT. Os resultados obtidos permitiram
afirmar que o modo de agdo dos acidos humicos ¢ dependente, pelo menos em
parte, da via de transdugdo de sinal de auxina. Ja David et al. (1994), utilizando
solucdo nutritiva na cultura do tomate, constataram que a permeabilidade da
membrana celular ndo se altera com a adi¢do de acidos humicos. Ocorre, porém,
uma melhor ligagdo eletrolitica que apresenta uma correlagdo positiva com a
adi¢do de acidos humicos.

Observa-se que os resultados obtidos sao variaveis e dependem, além da
espécie testada, das substancias hiimicas utilizadas, da concentracdo, do grau de
purificacido do material e das condi¢des em que foram realizados os
experimentos.

Sharif et al. (2002), estudando o efeito de acidos himicos no
desenvolvimento do milho, observaram aumento do peso da matéria seca da

parte aérea e das raizes nas plantas com a dose aplicada.



Pinto & Carvalho (2003) aplicaram bioestimulantes provenientes de
leonardita e obtiveram aumento na produtividade de videiras (Vitis vinifera L.) e

na melhoria da qualidade dos frutos.

2.1.2 Substratos organicos

Cultivos em substratos demonstram grande avanco frente aos sistemas de
cultivo no solo, pois oferecem vantagens, como o manejo mais adequado da
agua, o fornecimento de nutrientes em doses e épocas apropriadas, a reducdo do
risco de saliniza¢do do meio radicular e a reducdo da ocorréncia de problemas
fitossanitarios, que se traduzem em beneficios diretos no rendimento e na
qualidade dos produtos colhidos (Andriolo et al., 1999).

O substrato deve apresentar algumas propriedades fisicas e quimicas
intrinsecas importantes para a sua utiliza¢cdo, como boa capacidade de retengdo
de 4gua na faixa de 1 a 5 kPa, alta disponibilizagdo de oxigénio para as raizes,
capacidade de manutencdo da propor¢ao correta entre fase sélida e liquida, alta
capacidade de troca catidnica (CTC) e baixa relacdo C/N, entre outras (Martinez,
2002). Além disso, deve garantir, por meio de sua fase solida, a manutengao
mecénica do sistema radicular, assegurando um balango correto de agua-ar,
estabelecendo, na fase liquida, o suprimento de dgua e nutrientes e, na fase
gasosa, o suprimento de oxigénio e o transporte de dioxido de carbono entre as
raizes e o ar externo. Deve ainda estar isento de elementos minerais ou qualquer
outra substdncia em concentragdo fitotdxica, assim como de fitopatdgenos,
pragas e plantas indesejaveis (Vavrina et al., 2009).

De acordo com Andriolo et al. (1999), o cultivo do tomateiro em
substrato é uma das principais alternativas de escape, tanto para as moléstias do
sistema radicular como para os problemas decorrentes da concentragdo
excessiva de nutrientes na camada superficial do solo, que conduzem a

salinizagdo.



Encontram-se no mercado substratos formulados pelos mais variados
tipos de materiais quanto a origem de seus componentes ou composicdo das
misturas. Isso ocorre porque as normas para producdo e fiscalizacdo de
substratos no Brasil ainda ndo estdo definidas (Fabri et al., 2004).

Carrijo et al. (2004) afirmam que varios tipos de substratos organicos,
como fibra de coco, turfas, residuos de madeira, casca de pinus, de arroz e de
café, parcialmente carbonizadas ou ndo, ou materiais inorganicos, como areia,
rochas vulcanicas, perlita, 1a de rocha e espuma fendlica, utilizados de forma
isolada ou em composi¢do, podem ser utilizados no cultivo sem solo.

Nunes (2000) relatou que o pd de coco € um excelente material orgénico
para a formulagdo de substratos, devido as suas propriedades de retengdo de
umidade, aerag¢do do meio de cultivo e estimulador de enraizamento.

Ao utilizar p6 de coco verde como substrato, Silveira et al. (2002)
observaram que houve reducdo no custo da producao de mudas de tomateiro em
torno de 47%, além de ser este um subproduto abundante da agroindustria do
coco, de ampla disponibilidade e de baixo valor no mercado. Além disso, tem
sido estudado no desenvolvimento de mudas de tomateiro que, ao serem
transplantadas, podem atingir a maturidade em seis semanas (Vavrina et al.,
2002).

A grande percentagem de lignina (35%-45%) e de celulose (23%-43%) e
a pequena quantidade de hemicelulose (3%-12%), que ¢ a fragdo prontamente
atacada por microrganismos, conferem ao substrato de fibra de coco uma grande
durabilidade (Noguera et al., 2000).

Segundo Carrijo et al. (2004), as boas propriedades fisicas da fibra de
coco, a sua nao reacdo com os nutrientes da adubag@o, sua longa durabilidade
sem alteracdo de suas caracteristicas fisicas, a possibilidade de esterilizacdo, a

abundancia da matéria-prima que ¢ renovavel e o baixo custo para o produtor



fazem da fibra de coco verde um substrato dificilmente superavel por outro

tipo de material, mineral ou orgénico, no cultivo sem solo de hortaligas e flores.

2.2 Aspectos gerais do tomate

O tomate pertence a familia Solanaceae, género Lycopersicon,
subgénero Eulycopersicum, espécie Lycopersicon esculentun, sendo encontradas
diferentes cultivares que variam em funcao do grupo e da regido de cultivo.

E originario do norte do Chile até o Equador, entre o Oceano Pacifico e
os Andes e foi cultivado largamente no México, de onde foi levado para a
Europa, no periodo entre 1535 a 1544. Foi introduzida no Brasil pelos
imigrantes italianos, na virada do século XX e desenvolveu-se rapidamente a
partir da década de 1970, colocando o Brasil entre os maiores produtores
mundiais (Nayka et al., 2006; Oliveira, 2006).

Levando-se em conta sua importancia econdmica, em 2007, a produgdo
brasileira de tomate foi superior a 3,35 milhdes de toneladas. A regido sudeste

contribuiu com quase 43% do total dessa produgéo (Tabela 1).

TABELALI Situacdo do tomate no Brasil e regides, 2007

Regido Producéo (T) Area (ha)
Sudeste 1.442.780 22.442
Centro-Oeste 835.988 10.486
Sul 552.161 9.440
Nordeste 517.453 12.878
Norte 8.074 1.029
Brasil 3.356.456 56.275

Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2009).
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Varios estados brasileiros produzem tomate, com destaque para Goias,
Sdo Paulo e Minas Gerais, os quais atingiram, respectivamente, no ano de 2007,

a produgdo de 802, 713 e 421 mil toneladas (IBGE, 2009).

2.2.1 Caracteristicas do fruto

O tomate caracteriza-se por ser um fruto climatérico e seu
amadurecimento, normalmente, se inicia na por¢do distal do fruto, migrando
para as regides vizinhas pelo processo de difusdo livre, até que o processo de
amadurecimento atinja todo o fruto (Alexander & Grierson, 2002).

Os tomates contém de 93% a 95% de agua. Os 5% a 7% restantes, que
formam a matéria seca, sdo constituidos, principalmente, de componentes
estruturais insoliveis em alcool (fibra alimentar), agticares e proporgdes menores
de compostos inorganicos, acidos organicos, proteinas e lipideos. Os teores de
acucares soluveis (frutose e glicose) correspondem a cerca de 50 a 65% da
matéria seca do fruto. A sacarose, outro agucar soluvel, quando presente nos
tomates frescos, encontra-se em niveis baixos. O sabor € 0 aroma sdo conferidos
principalmente pela relag@o entre o aglcar e os acidos, sendo a acidez resultante
dos 4acidos organicos cujos principais sdo o citrico e o malico e o aroma por
compostos ja identificados, como, por exemplo: 3-hexenal, 2-hexanal, hexanal,
3-hexen-1-ol, 1-hexanol e 6-metil-5-heptano-2-metil, entre outros (Silva &
Giordano, 2000; Thybo et al., 2006).

De acordo com Naika et al. (2006), o tomate, do ponto de vista
nutricional, se sobressai como uma boa fonte de vitamina A e C, minerais
(potassio), flavonoides e carotenoides. Seus outros componentes se apresentam
em teores baixos, ndo atingindo niveis que permitam considerar este fruto como
um fornecedor de calorias e proteinas para a alimentagdo humana.

No tomate ¢ encontrado o pigmento licopeno (CsHse), que pertence ao

subgrupo dos carotenoides ndo oxigenados, caracterizado por uma estrutura
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aciclica e simétrica contendo 11 ligagdes duplas conjugadas. Devido & sua
estrutura quimica, o licopeno figura como um dos melhores supressores
biologicos de radicais livres, especialmente aqueles derivados do oxigénio
(Carvalho et al., 2005).

O grupo de tomate saladete, também chamado de tomate italiano,
apresenta dupla aptiddo, sendo recomendado para consumo in natura e
processamento. Os frutos sdo alongados (7 a 10 cm), com didmetro transversal
reduzido (3 a 5 cm), biloculares, polpa espessa, coloragdo vermelha intensa,

muito firmes e saborosos (Filgueira, 2003; Alvarenga, 2004).

2.3 Alteracdes fisicas, fisico-quimicas e bioquimicas no amadurecimento

Na fase final do desenvolvimento do fruto, quando este atinge o seu
tamanho maximo, ocorre a maturagdo, que envolve significativas alteragdes
bioquimicas e fisiologicas. A etapa final da maturagdo corresponde ao
amadurecimento e envolve uma série de mudancgas que resultam na alteragdo de
estrutura ¢ de composicdo dos frutos, tornando-os aceitaveis para o consumo
(Chitarra & Chitarra, 2005).

O amadurecimento do tomate pode ser caracterizado pelas alteragdes da
cor, na estrutura da parede celular, no metabolismo de carboidratos e pela sintese

de compostos volateis nos frutos.

2.3.1 Coloragéo

O amadurecimento do fruto do tomateiro é acompanhado pela
degradagdo da clorofila, que d4 a cor verde ao fruto (cloroplastos sdo
transformados em cromoplastos) e sintese de carotenoides, como o licopeno ¢ o
betacaroteno, caracterizados, respectivamente, pelos pigmentos vermelho e

amarelo. Tais processos serdo responsaveis, portanto, pela coloragdo final do

12



fruto, variando de acordo com o grau de maturagdo (Alexander & Grierson,
2002; Santos Junior et al., 2003).

A coloragdo do tomate pode ser influencida pelos mutantes do
amadurecimento alcobaca (alc), Ripening inhibitor (rin) e Non-ripening (nor),
quando utilizados em homozigose, visto que ha uma alteragdo na sintese de
licopeno ¢ betacaroteno dos frutos. Os alelos alc e nor, quando em homozigose,
afetam a sintese de carotenoides, fazendo com que os frutos tenham coloragdo
alaranjada. Ja o alelo rin em homozigose faz com que os frutos tenham
coloracdo amarela. A utilizagdo dos alelos alc, rin e nor em homozigose
aumenta a firmeza, porém, sua coloragdo final ndo ¢é aceita pelo consumidor
(Santos Junior et al., 2003).

Para avaliacdo de tratamentos pos-colheita, a analise da coloragdo
constitui uma preciosa ferramenta, no entanto, pode ser influenciada pelo
manuseio e pelas temperaturas de armazenamento. A temperatura durante o
processo de amadurecimento influencia, portanto, tanto a velocidade quanto a
extensdo das modificagdes de coloragdo (Davies & Hobson, 1981).

Segundo Shewfelt et al. (1988), sob baixas temperaturas, a clorofila ndo
¢ degradada e o licopeno ndo é, portanto, acumulado. Em altas temperaturas, a
clorofila desaparece e o betacaroteno ¢ acumulado. Contudo, a sintese de
licopeno ¢ inibida, resultando em frutos amarelos.

A coloragdo de um fruto, de acordo com Lopez Camelo & Gomez
(2004), ¢ definida quando o componente acromatico L* ¢ medido em adi¢do aos
componentes cromaticos a* e b*. Essas variaveis fazem parte do sistema
conhecido como CIELAB. O componente L* varia de 0 a 100, em que o valor 0
indica o preto e valor 100, o branco. O valor a* varia do vermelho (+a*),
localizado a 0° ou 360° ao verde (-a*), que esta a 180° (na auséncia dos

componentes amarelo ou azul). O valor b*, na auséncia dos componentes verde

13



ou vermelho, varia do amarelo (+b*) ao azul (-b*), que estdo a 90° e 270°,
respectivamente.

Shewfelt et al. (1988) afirmam que a variavel b* se altera pouco durante
o amadurecimento do tomate e, apesar de ndo ser significativo, os maiores
valores foram encontrados nos estadios pink light e red (rosado e vermelho,

respectivamente).

2.3.2 Acidez titulavel e pH

A acidez de um produto ¢ determinada por duas varidveis, o pH e a
acidez titulavel. A acidez titulavel detecta o acido predominante no alimento, ou
seja, ¢ dada pela presenca de acidos organicos (Hobson & Davies, 1971).

Dentre os principais acidos encontrados em tomates, citrico, malico e
glutdmico, o mais abundante é o acido citrico, correspondendo a mais ou menos
90% do total da acidez. Estes acidos estdo concentrados na cavidade locular do
fruto. Com o avango da maturacdo, o dcido malico diminui, enquanto o acido
citrico aumenta até a cor salada e decresce posteriormente, até o completo
amadurecimento, sem grandes variagoes. Esta queda no teor de acido citrico
com o avango da maturagdo ¢ sugerida por varios autores por meio do processo
catabolico do citrato via malato (Hobson & Davies, 1971; Thybo et al., 2006).

O termo pH ¢ utilizado para descrever o grau de acidez ou de
alcalinidade de um alimento. A escala de pH é baseada no niimero de ions H'
presentes numa solugdo. Para pH igual a sete, as concentragcdes de H e OH sdo
iguais (neutralidade). O pH com valor inferior uma solugdo acida e superior a
sete indica uma solucdo alcalina (Sadler & Murphy, 1998).

Filgueiras (1996) identificou que ndo houve interacdo significativa entre
os diferentes gendtipos e os estadios de amadurecimento para a variavel acidez
titulavel. Esse mesmo autor observou valores mais altos de acidez para frutos no

estddio maduro, enquanto os valores de pH indicaram diminui¢do com o
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processo de amadurecimento. Filgueiras (1996) constatou que esse
comportamento de pH se mostrou coerente com a tendéncia de aumento dos
valores de acidez titulavel.

Contudo, diferentes pesquisadores apontam alguns fatores que podem
influenciar nos valores de acidez do produto, que s3o: cultivar, estadio de
amadurecimento, épocas de plantio e colheita, condigdes ambientais de
crescimento e desenvolvimento da planta e praticas de manuseio pré e pos-

colheita (Shewfelt et al., 1988).

2.3.3 Solidos soluveis e relagdo SST/ATT

O sabor ¢ o aspecto mais importante para o consumidor no momento de
decidir qual tipo de tomate comprar, preferindo uma propor¢do balanceada de
agucar/acido. Quando altos teores de agucares sdo combinados com baixos
teores de acidos, o sabor, apesar de muito doce, ¢ considerado sem gosto e,
quando se combinam altos teores de acidos e baixos teores de agtlicares, o sabor
¢ azedo (Naika et al., 2006).

A capacidade dos frutos de importar e metabolizar sacarose tem papel
importante no teor de sélidos soluveis totais, embora ndo se tenha demonstrado
acumulo de sacarose em tomates (Hewitt et al., 1982). Entretanto, ja foi
demonstrado um aumento de atividade da enzima invertase durante o
amadurecimento (Hobson & Grierson, 1993) e sabe-se que essa enzima esta
envolvida com a translocagdo ¢ a hidrolise de sacarose.

A relacdo solidos soluveis/acidez titulavel é comumente utilizada como
parametro de comparacao entre frutos de diferentes origens ou variedades e esse
balanco pode ser influenciado pelo clima, pela cultivar e pelas praticas culturais

(Sadler & Murphy, 1998).
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2.3.4 Textura

A textura ¢ considerada um dos principais atributos de qualidade no
produto final e o estudo dos eventos moleculares responsaveis pela sua mudanga
nos frutos demonstra que estes poderiam exercer um efeito cooperativo sobre
outros atributos sensoriais, como aroma, cor, sabor. Pode, ainda, influenciar na
aceitabilidade, na vida de prateleira e na capacidade de transporte e resisténcia
ao cisalhamento e ao ataque por insetos, bactérias e fungos (Manrique & Lajolo,
2004).

Alguns aspectos intrinsecos ao fruto e outros que antecedem a colheita
do mesmo devem ser considerados quando o assunto ¢ firmeza e qualidade.
Elementos bioquimicos, como conteudo de lipidio, composi¢do da parede
celular, espessura da casca, tamanho e formato, conteido de agua nas células
vegetais, estrutura locular dos frutos e fatores mecénicos contribuem para
firmeza do produto. Fatores abidticos, igualmente, contribuem para a
determinacdo dessa variavel, tais como umidade do solo de plantio da cultura,
disponibilidade nutricional desse solo, temperatura e umidade relativa do
ambiente (Andreuccetti et al., 2005).

A textura ¢ um importante fator de qualidade em tomates para o
consumo ao natural, pois indica a tolerancia do fruto ao transporte e a0 manuseio
durante a colheita e a comercializagdo. Contudo, o mecanismo pelo qual os
frutos amaciam ndo é completamente entendido (Resende et al., 2004).

Inimeros trabalhos tém se dedicado a elucidar os mecanismos
responsaveis pelas mudangas na firmeza que ocorrem durante a poés-colheita.
Até o momento, acredita-se que estas alteracdes sejam consequéncia das
modificagdes dos polissacarideos das paredes celulares, principalmente na
pectina ¢ na hemicelulose. A pectina, durante o amadurecimento, sofre
solubilizagdo, despolimerizagdo e desmetoxilagdo, assim como a celulose ¢ a

hemicelulose sdo susceptiveis a hidrolise quimica e/ou enzimatica, com
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subsequente producdo de oligossacarideos de diferentes tamanhos e composicdo
(Ali et al., 2004; Manrique & Lajolo, 2004; Yashoda et al., 2005).

Shackel et al. (1991) estudaram a pressdo de turgor da célula e
concluiram que a perda de turgor durante o amadurecimento ¢ uma causa
alternativa ou auxiliar do amaciamento do tecido, considerado como sendo
ocasionado primariamente por alteracdes bioquimicas na estrutura da parede
celular.

Para avaliacdo da firmeza sdo utilizados os métodos objetivos que
envolvem testes de resisténcia a penetracdo, de compressdo, de deformagdo, de
aplanagdo, de medidas de pressdo de turgor, entre outros ¢ podem ser agrupados
em trés grupos que sdo os métodos fundamental e empirico e o teste imitativo. O
método fundamental fornece as propriedades elasticas do material, como, por
exemplo, os médulos de Poisson, Young, Shear ¢ Bulck. O segundo método,
empirico, inclui testes rapidos e simples, tais como ensaios de compressdo e de
penetragdo. J4 os testes denominados imitativos sdo aqueles que simulam o que
ocorre na boca quando o alimento ¢ mastigado (Shackel et al., 1991). Cada um
desses testes fisicos avalia propriedades diferentes; alguns sdo destrutivos outros

ndo e nem sempre ha uma correlacdo entre eles (Yashoda et al., 2005).

2.4 Estrutura quimica da parede celular

A presenca de parede celular ¢ uma caracteristica das células vegetais,
que se desenvolve em camadas depositadas durante seu crescimento e
senescéncia. A célula vegetal apresenta parede primdria e secundaria, ¢ uma
lamela média, presente na juncdo das paredes de células vizinhas. A parede
celular primaria ¢ formada na fase de crescimento, sendo considerada nao-
especializada. Enquanto a parede celular secundaria forma-se apos cessar o
crescimento celular e pode se tornar uma estrutura altamente especializada,

dependendo de sua localizacdo (Taiz & Zeiger, 2004).
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A lamela média ¢ constituida por polissacarideos pécticos
estruturalmente diferentes dos que constituem a parede celular primaria. Os
polissacarideos da lamela média sdo capazes de se associarem por intermédio de
cations, como o calcio, por isso sdo polimeros com zonas constituidas por
residuos de acido galacturénico ndo esterificados intercaladas por zonas com
polimeros pouco ramificados com cadeias laterais curtas e com elevado grau de
esterificacdo. Pelo contrario, as pectinas da parede celular primdria sdo muito
ramificadas e com cadeias laterais mais longas, isto ¢, com um elevado contetdo
em acucares neutros (Prasanna et al., 2007).

Carpita & McCann (2000) definem que a composicdo da matriz ¢é
heterogénea variando em diferentes partes da parede, em diferentes tipos
celulares, em diferentes espécies e, provavelmente, em diferentes estadios do
ciclo celular. Os componentes que podem ser encontrados sdo os polissacarideos
pécticos (pectina), tais como: ramnogalacturanos, arabinanos, arabinogalactano
do tipo I e homogalacturonanos. As hemiceluloses que compdem a matriz
podem ser: xilano, glucomanano, galactomanano, manano, glucuronomanano,
xiloglucano, calose (composto de cadeias de glucanos com ligagdes do tipo [3-
(1—3)), arabinogalactano do tipo II e glucanos de cadeia mista com ligagdes do
tipo B-(1—3) e B-(1—4). Além dessas substincias, a matriz contém proteinas
(estruturais e enzimas) e compostos fendlicos, tais como lignina, acido ferulico,
acido cumarico.

Existem quatro grandes classes de proteinas estruturais: glicoproteinas
ricas em hidroxiprolina (HRGPs), proteinas ricas em prolina (PRPs), proteinas
ricas em glicina (GRPs) e proteinas arabinogalactanas (AGPs). As trés primeiras
sd0 conhecidas pela riqueza em certos aminoacidos, enquanto a ultima ¢
denominada de proteoglicanas, pois possui mais de 95% de carboidratos. A

extensina, codificada por uma familia multigénica, ¢ uma das mais bem
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estudadas HRGPs nas plantas (Carpita & McCann, 2000; Lofgren &
Hermansson, 2007).

Uma importante caracteristica da extensina ¢ a sua insolubilidade na
parede celular. Na forma monomérica soluvel, pode ser insolubilizada na parede
celular por meio de ligagdes cruzadas dos mondmeros pela agdo de peroxidases
ligadas as paredes, sendo um importante componente na formacao de barreiras
estruturais nos tecidos feridos. Essas enzimas podem gerar ligagdes cruzadas nos
polimeros das paredes celulares por meio da formagdo de ligagdes bifenil, tais
como as do acoplamento de residuos de tirosina na extensina (Chitarra &
Chitarra, 2005).

Durante muitos anos, buscou-se definir a verdadeira conformacdo da
parede celular dos vegetais. Cosgrove (2000) propds trés modelos estruturais
que diferem na interacdo entre os diferentes polissacarideos constituintes da
parede celular e na sua organizagdo espacial, assumindo que as microfibrilas de
celulose (moléculas de celulose alinhadas paralelamente) estdo dispostas por
camadas. No primeiro, as microfibrilas de celulose da mesma camada e entre
camadas estdo ligadas entre si por meio dos polissacarideos hemicelulosicos,
nomeadamente xiloglucanas e xilanas de cadeias longas (Figura la). Neste
modelo, os polissacarideos hemiceluldsicos conferem resisténcia a parede
celular ¢ s3o importantes na sua integridade. No segundo modelo, as
microfibrilas de celulose estdo rodeadas por polissacarideos hemicelulosicos
ligados a sua superficie, que também estdo envolvidos por outros polissacarideos
associados entre si por ligagdes mais fracas, ndo existindo uma interligagdo
direta entre as microfibrilas (Figura 1b). No terceiro modelo, a parede celular é
constituida por camadas alternadas de uma matriz constituida pela celulose e
pelos polissacarideos hemicelulosicos e de uma matriz de polissacarideos
pécticos, em que os polissacarideos hemicelulosicos interligam as microfibrilas

de celulose da mesma camada (Figura 1c¢).
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Dependendo da composi¢ao dos monossacarideos ou polissacarideos,
sequéncias de ligagdo e comprimento da cadeia, as abundantes zonas de jungao,
permitem a formagdo de uma estrutura que ¢ fragil, mas ao mesmo tempo
elastica. As associagdes entre xiloglucanas e arabinoxilanas com as regides de
celulose também contribuem no controle dindmico dos movimentos da parede
celular e na firmeza (Lazan et al., 2004).

Ao avaliar a evolug@o dos constituintes da parede celular, Nothnagel &
Nothnagel (2007) indicam que, entre 0os compostos quimicos mais conservados,
estdo a presenca da rede de celulose, a presenca de certa hemicelulose como
xiloglucanas e a presenca de ramnogalacturonana II, como um dominio dos
polissacarideos péctico. Os mesmos autores afirmam que, entre as caracteristicas
mais modificadas, estdo a abundancia de manose nas cadeias de hemicelulose e
a presenca de acgucares metilados, o que demonstra um processo de

especializacao e fortalecimento das interagdes quimicas.

2.4.1 Celulose
A celulose ¢ um dos principais constituintes da parede celular primaria,
presente na forma de microfibrilas. Este polissacarideo é composto por cadeias

lineares de glicose com ligagdes f-(1—4) (Figura 2).

—4)-B-D-Glcp-(1—4)-B-D-Glep-(1—4)-p-D-Glep-(1—4)-p-D-Glep-(1—
FIGURA 2 Estrutura da celulose.

As cadeias estdo associadas entre si por ligagdes de hidrogénio intra e
intermoleculares. A estrutura organizada da celulose torna-a um polimero de
pouca solubilidade (Andersson & Westerlund, 2006).

Varios estudos vém destacando que, durante o amadurecimento dos

frutos, ocorre alguma degradagdo das microfibrilas de celulose por agdo da

21



celulase. A celulase ¢ uma enzima que se caracteriza por ter varias atividades
enzimaticas, tais como endo-1,4-B-glucanase, exo-1,4-pB-glucanase e endo-1,4-p-
glucosidase. A endo-1,4-B-glucanase degrada todos os polissacarideos com
ligacdes glicosidicas B-(1—4) entre residuos de glicose no interior da cadeia, a
exo-1,4-B-glucanase cliva ligacdes glicosidicas nos residuos ndo redutores,
originando glicose e celobiose e a endo-1,4-B-glucosidase cliva a ligagdo
glicosidica da celobiose. Essas enzimas sdo capazes de degradar a celulose em
derivados soluveis ¢ a sua atividade contribui para a perda de textura dos frutos
com o amadurecimento (Prasanna et al., 2007).

Esta enzima ndo ¢é capaz de degradar a celulose cristalina (Prasanna et

al., 2007).

2.4.2 Hemicelulose

A hemicelulose é constituida, principalmente, de xiloglucanas, mas
também por xilanas, glucomananas e arabinogalactanas do tipo II. Em geral, as
xiloglucanas estdo ligadas a microfibrilas de celulose, pectinas e lignina por
meio de pontes de hidrogénio formando ligagdes cruzadas que estabilizam a
parede celular (Wakabayashi, 2000; Andersson & Westerlund, 2006).

As xiloglucanas tém uma cadeia principal de residuos de glicose em
ligagdo B-(1—4) com cadeias laterais constituidas por residuos de a-D-xilose
ligados ao carbono 6 de alguns residuos de glicose e por f-D-galactose ligada ao
carbono 2 ou a-L-arabinose no carbono 3 dos residuos de xilose. Residuos de a-
L-fucose podem estar ligados ao carbono 2 da galactose. Alguns residuos de
galactose da xiloglucana podem estar acetilados (Andersson & Westerlund,
2006).

As glucomananas apresentam uma cadeia principal composta por D-
glucose e D-manose em ligagdo B-(1—4) com ramificacdes ocasionais de

residuos unicos de o-D-galactose nos residuos de D-manose. Estas
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hemiceluloses também estio ligadas por pontes de hidrogénio as microfibrilas de
celulose da matriz da parede celular (Andersson & Westerlund, 2006).

De acordo com Jackman & Stanley (1995), nos frutos verdes, as
moléculas de hemicelulose sdo grandes polimeros de massa molecular que varia
de 100-1000 kDa, o que indica que a parede celular dos frutos tem significante
quantidade de xiloglucanas e sua despolimeriza¢do e diminui¢do da tamanho
tém sido associada com a atuacdo das hidrolases.

Neste contexto, enzimas, como as endo-glucanases PB(1—4), -B-
glucanases ¢ a B-galactosidase com atividade de B-galactanase (esta ultima tem
capacidade de modificar simultaneamente pectinas e hemicelulose) atuam
diretamente na despolimerizacdo das xiloglucanas, embora seus niveis de
atividade variem marcadamente entre os tipos de frutos (Ali et al., 2004).

De acordo com Vilas Boas (1998), os principais componentes da fragdo
soluvel em KOH 4M, encontrado em tomates foram xilose, glicose, manose,
galactose e arabinose, tendo os agucares em maior propor¢do sido xilose e
glicose, indicando, provavelmente, a predominancia de xilanas e xiloglucanas.
Ainda de acordo com os mesmos autores, a perda liquida de galactose durante o
amadurecimento pode estar associada a uma das principais causas do

amaciamento de tomates (Vilas Boas, 1998).

2.4.3 Substancias pécticas

De acordo com Almeida et al. (2005), as substancias pécticas sdo
macromoléculas glicosidicas de alto peso molecular que formam o maior
componente da lamela média, uma fina camada de material adesivo extracelular
entre as paredes primarias de células de vegetais superiores.

Quimicamente, sdo um complexo coloidal de polissacarideos acidos,
composto de residuos de acido galacturénico unidos por ligagcdes a-(1—4),

parcialmente esterificados por grupos metil éster (Kashyap et al., 2000; Taiz &

23



Zeiger, 2004) e parcial ou completamente neutralizadas por uma ou mais bases
(ions sédio, potassio ou amonio) (Sakai et al., 1993; Kashyap et al., 2000).

A Sociedade Americana de Quimica (American Chemical Society)
classificou as substancias pécticas em: protopectina, acido pectinico, acido
péctico e pectina, sendo estes trés ultimos total ou parcialmente soluveis em
agua (Kashyap et al., 2000). A protopectina é insolavel em agua. E a forma
nativa unida com outros constituintes das células vegetais e, em condi¢des de
hidrélise restrita, produzem &cidos pectinicos ou pectina (Sakai et al., 1993;
Kashyap et al., 2000). Acido péctico é uma designacio aplicada a substancias
pécticas compostas de acido poligalacturdnico coloidal, em que os grupos
carboxilas estdo essencialmente livres de grupos metil éster e seus sais sdo
pectatos neutros ou acidos (Sakai et al., 1993; Kashyap et al., 2000). Acido
pectinico é um grupo de compostos contendo acido poligalacturénico coloidal
com poucos grupos metil éster (Manrique & Lajolo, 2004).

Com base em sua estrutura, os polissacarideos pécticos podem ser
classificados em homogalacturonanas e ramnogalacturonanas (RG I ¢ RG II). As
homogalacturonanas sdo polissacarideos constituidos por cadeias lineares de
acido D-galacturénico em ligagdo a-(1—4), parcialmente esterificados. A
presenca de ramnose na cadeia origina irregularidades na estrutura, conferindo
alguma flexibilidade (Vincken et al., 2003; Andersson & Westerlund, 2006). As
homogalacturonanas formam géis rigidos e insoliveis na presenca de calcio,
uma propriedade que ird determinar suas fungdes na parede celular (Yapo et al.,
2007).

As RG-I sdo polissacarideos constituidos por acido D-galacturénico em
ligagdo B- (1—4) alternando com residuos de L-ramnose em ligagdo a-(1—2).
Cerca de 50% dos residuos de ramnose sdo ramificados no carbono 4 por
cadeias laterais curtas ricas em arabinose e/ou galactose. Estas cadeias laterais

estdo presentes principalmente como arabinanas, galactanas e arabinogalactanas
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do tipo 1. As arabinanas sdo constituidas por uma cadeia principal de residuos de
L-arabinose em ligag¢do a-(1—5) com outros residuos de L-arabinose ligados ao
carbono 2 e/ou 3. As galactanas sdo polissacarideos lineares constituidos por D-
galactose em ligagdo B-(1—4). As arabinogalactanas sdo polimeros com uma
cadeia principal linear de residuos de D-galactose em ligagdo B-(1—4) com
ramificagdes no carbono 3 de cadeias curtas de residuos de arabinose em ligagdo
a-(1—5). As xilogalacturonanas sdo polissacarideos pécticos ramificados em
que residuos de D-xilose podem aparecer como ramificacdo, ligados ao carbono
3 do 4cido D-galacturénico da cadeia principal (Vincken et al., 2003).

Segundo Andersson & Westerlund (2006), as homogalacturonanas e as
RG-I parecem formar uma extensa cadeia principal com uma distribuigcdo
intramolecular bem definida, em que regides muito ramificadas com agucares
neutros estdo separadas por zonas de cadeia principal sem ramificagdes,
contendo quase exclusivamente residuos de acido galacturénico.

As RG-II sdo regides de acidos galactur6nicos aos quais se ligam
diretamente, nos carbono 2 e/ou 3, alguns agticares raros, como fucose, xilose,
apiose e acido acérico, além dos agucares comuns, como arabinose, glucose,
acido galacturonico e glucurdénico (Andersson & Westerlund, 2006).

Willats et al. (2006) postularam um modelo esquematico da
conformacdo da cadeia péctica. De acordo com os mesmos autores, ¢ possivel
observar que a estrutura principal da pectina foi considerada como
homogalacturonanas, com ligagdes simples chamadas de regides lisas (Smooth
region) e as ramnogalacturonanas com ramifica¢des contendo varios agucares,
chamadas de regides em cabeleira (hairy region), representado na Figura 3A. No
entanto, a Figura 3B se refere as pesquisas segundo as quais os autores propdem
um novo modelo, demonstrando que a homogalacturonana pode ser considerada
uma cadeia lateral das ramnogalacturonanas (Vincken et al., 2003; Willats et al.,

2006).
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Os polissacarideos pécticos podem também estar esterificados no
terminal ndo redutor dos residuos de arabinose e galactose, com os acidos
ferilico e cumadrico. Estes substituintes facilitam as intera¢cdes entre as
moléculas de polissacarideos pécticos com outros polissacarideos presentes na
parede celular, sendo importantes para a estrutura da parede celular (Prasanna et
al., 2007).

Em estagios avangados de amadurecimento o tomate comeca a colapsar,
perdendo sua estrutura rigida e tornando-se, consequentemente, desforme. Esta
degradacdo estrutural deve-se a agdo de enzimas que atuam sobre a pectina no

tecido celular, conhecidas como pectinases.

2.5 Enzimas pectinoliticas

Os polissacarideos pécticos sdo os principais constituintes da lamela
média e sua degradagdo tem sido associada ao amadurecimento e ao
amolecimento dos frutos. Para que ocorram a despolimerizagdo e a solubilizagdo
das substancias pécticas, é necessaria a atuagdo de enzimas.

Jayani et al. (2005) classificaram as enzimas pectinoloticas em trés
grupos: 1 - protopectinases: que degradam as protopectinas insoliveis e
aumentam a solubilizagdo dos polimeros de pectina; 2 - esterases: que catalisam
a desesterificagdo de pectinas pela remogdo dos ésteres de metoxil e 3 -
depolimerases: catalisam a hidrélise das ligagdes glicosidicas a-(1—4) do acido
D-galacturénico. Esta ultima pode ser subdividida em quatro categorias,
dependendo da preferéncia das enzimas sob o substrato, mecanismo de clivagem
e local de quebra da ligacdo glicosidica. Assim, a poligalacturonase e a
polimetilgalacturonase quebram pectatos em pectinas, ambas por mecanismos de
hidrélise. Entretanto, poligalacturonase liase e polimetilgalacturonase liase

quebram pectatos em pectinas por o-eliminacdo e, dependendo do padrido de
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acdo, aleatorio ou terminal, estas enzimas s3o terminalizadas como endo- ou
exo-, respectivamente (Jayani et al., 2005).

Além das pectinoliticas, a celulolitica provoca a despolimerizacao e certa
desorganizagdo das microfibrilas de celulose, além de atuar sobre as intera¢des
via pontes de hidrogénio da hemicelulose-celulose. Outras enzimas responsaveis
pelo desarranjo da estrutura celular sdo as xiloglucana endotransglicosilases
(XET) e a celulase, que atuam exclusivamente sob as ligagdes B-(1—4) da
hemicelulose, e a P-galactosidase (EC 3.2.1.23) que, em uma variedade de
frutos, foi reportada por possuir atividade de B-galactanase, funcionando,
possivelmente, como uma exo-glucanase, promovendo degradagdo dos
polissacarideos pécticos por degradagcdo das arabinogalactanas das cadeias
laterais (Lazan et al., 2004; Baumann et al., 2007; Prasanna et al., 2007).

De acordo Baumann et al. (2007), a XET catalisa a quebra
intramolecular de polimeros de xiloglucanas, permitindo a expansdo da célula
sem danificar sua estrutura, provavelmente por adicdo de novos polimeros de
xiloglucanas em locais especificos.

A ramnogalacturonase, que catalisa a hidrolise da ligagdo glicosidica
entre residuos de acido galacturonico e ramnose, pode também contribuir para a
degradacgao dos polissacarideos pécticos (Prasanna et al., 2007).

Uma tinica enzima ndo parece ser responsavel pela degradagio da parede
celular e um niimero consideravel de genes tem sido encontrado, demonstrando
o papel de algumas das familias de enzimas relacionadas ao amolecimento dos
frutos. Estes estudos estabelecem correlagdes entre o acimulo de RNAm e os
dados de estado fisioldgico e fendtipo. A combinacdo dessas informacgdes
moleculares tem sido utilizada para gerar dados sobre papel fisiologico de cada
enzima, seja bloqueando-a ou exacerbando sua expressao (Seymour et al., 2002;

Gouldo et al., 2007;).
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Embora as mudangas no RNA possam predizer as modificagdes
enzimaticas, elas ndo garantem que o transcrito sera necessariamente traduzido e
as proteinas detectadas podem ndo ser necessariamente modificadas por
mecanismos pos-traducionais e/ou podem nao ser totalmente ativas (Goulao et
al., 2007).

Adicionalmente, o papel de cada enzima pode ndo ser totalmente
explicado pelos estudos de uma unica isoforma, j4 que existe a presenca de
diversas isoformas com distintos padrdes de expressdao, o que pode mascarar as
atividades individuais em wum determinado estagio do desenvolvimento
(Giovannoni, 2004; Gouldo et al., 2007). Outros fatores especificos também
podem influenciar a atividade enzimatica, entre estes o pH e a composicio

i6nica do fluido apopléstico.

2.5.1 Pectinametilesterase (PME)

Também pode ser denominada de pectina metilesterase (E.C. 3.1.1.1),
pectase, pectina metoxilase. Atua removendo grupos metil-ésteres do acido
poligalacturdnico da parede celular da pectina, formando produtos como o acido
péctico e o grupos metilicos, convertendo pectinas de alto grau de metoxilacao

em pectinas de baixo grau de metoxilagao (Figura 4) (Jayani et al., 2005).

FIGURA 4 Hidrolise da ligagdo metil-éster do acido poligalacturénico da
pectina, devido a agdo da pectinametilesterase.
Fonte: Jayani et al. (2005).
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A pectinametilesterase (PME) tem uma atividade 6tima a pH 7,5 e, para
desesterificar uma unidade esterificada, requer, pelo menos, uma unidade de
acido galacturonico livre do grupo metilico (Jayani et al., 2005).

Alta demetilesterificacdo da pectina catalizada por PME tem também a
finalidade de modificar o pH e as propriedades de troca cationica das paredes
que modulam a atividade de outras enzimas degradantes da parede celular (Ali et
al., 2004), como por exemplo, a poligalacturonase (PG).

De acordo com Jiang et al. (2003), a existéncia de frutos que mantém sua
polpa endurecida depois de completado o tempo de amadurecimento também
demonstra a existéncia de substincias inibidoras da atividade da PME.
Substancias tais como sacarose, maltose e glicose agem por meio de inibicao
nao competitiva e alguns peptideos, por competicao aos sitios de ligacdo da

PME.

2.5.2 Poligalacturonases (PG)

As poligalacturonases (PG) sao hidrolases que agem preferencialmente
sobre o acido poligalacturénico como substrato, hidrolisando as ligacdes
glicosidicas a-(1—4) do acido galacturonico préoximo ao grupo carboxilico livre.
Hidrolisam pectinas com baixo grau de metoxilag@o a acidos pécticos (Figura 5)

(Jayani et al., 2005).
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FIGURA 5 Hidrolise da ligagao glicosidica da pectina devido a acdo da PG
Fonte: Jayani et al. (2005).

30



A ativagdo da transcrigdo do gene que codifica a poligalacturonase
ocorre um a dois dias ap6és o inicio do aumento na sintese de etileno, que ¢
agente precursor do amadurecimento, conduzindo ao acumulo de RNAm da
poligalacturonase no citosol e a sintese de isoformas dessa proteina (Hobson &
Grierson, 1993).

As poligalacturonases (PG) sdo encontradas em duas formas: as
endopoligalacturonases (endo-PG) e as exopoligalacturonases (exo-PG). As PGs
tornam-se bastante ativas somente depois da acdo da PME, por terem dificuldade
de romper a cadeia da pectina quando o grau de metoxilagdo ¢ superior a 60%-
70% (Assis et al., 2004; Prasanna et al., 2007).

O processo de amaciamento no tecido parenquimatico do tomate estd
associado com a perda de metil ésteres do homogalacturonano, em consequéncia
da atividade da PME, que remove os grupos metil éster dos residuos do o—D-
acido galacturonico das cadeias de polissacarideos pécticos. A cadeia de
homogalacturonano desesterificado, neste caso, esta susceptivel a atividade da
PG. A PG I, com uma massa molecular de, aproximadamente, 100 kDa, consiste
de PG II de 46 kDa complexada firmemente com uma subunidade . A
subunidade B ¢ uma proteina rica em aminodcidos aromaticos. Acredita-se que
ela atue como um componente ancora para a subunidade PG 11, sendo sintetizada
precocemente no desenvolvimento do fruto. A subunidade B pode solubilizar
pectinas da parede celular, facilitando progressivamente hidrolises por PG II nas
ligacdes glicosidicas dentro da cadeia de homogalacturonano ndo ramificado.
Estas exibem uma atividade maxima em pH 5,5-6,0 e 4,5, respectivamente
(Carpita & McCann, 2000).

Modificagdo da pectina dentro da parede durante o amadurecimento é
um processo regulado com precisdo. O resultado de tal mecanismo ¢ a

modificagdo do substrato, que restringe o acesso da enzima, ou a presenga de

31



enzimas inibidoras, como na inibi¢gdo da atividade da PG II por produtos
difusiveis da despolimerizacdo das pectinas (Carpita & McCann, 2000).

De acordo com Huber et al. (2001), a PG obtida de tomate tem atividade
especifica para as cadeias de acido poligalacturdnico seis vezes maior que a de
abacate, sendo também quatro vezes mais ativa na liberacdo de unidades do
acido urdnico da parede celular dos frutos.

No inicio das pesquisas sobre o amadurecimento de tomates, os trabalhos
focalizaram uma acentuada atividade da PG, especificamente a endo-PG, que
tem poder de solubilizacdo da maior parte das pectinas. Assim, passou-se a
considerar que esta seria a principal enzima responsavel pelo amolecimento. No
entanto, experimentos com frutos transgénicos, nos quais o acimulo de RNAm
da PG foi suprimido, ainda ocorria o amolecimento dos frutos.

Dellapenna et al. (1990) demonstraram que, em tomates mutantes, com o
gene silenciado para o amadurecimento (rin), o qual leva a produgdo de apenas
10% da enzima poligalacturonase (PG), quando restaurada a atividade normal da
PG, os tomates demonstravam degradagdo das pectinas sem, contudo, amolecer.
Esse resultado evidencia que outros processos estavam envolvidos no
amaciamento do fruto, j& que as xiloglucanas de frutos silvestres diminuiam
durante o amadurecimento, diferindo em relagéo as do fruto rin.

De acordo com Hobson & Grierson (1993), quando o fruto se encontra
no estado maximo de amadurecimento, ocorre desintegracdo das células, devido
a progressiva despolimerizacdo e degradagdo das substincias pécticas pela
poligalacturonase, resultando em uma mistura de enzimas e substratos,

propiciando a invasdo por fungos e bactérias.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Producéo dos frutos

O experimento foi conduzido no setor de Olericultura do Departamento
de Agricultura da Universidade Federal de Lavras, (UFLA), em Lavras, MG, no
periodo de agosto de 2007 a janeiro de 2008. As sementes do hibrido Vénus, do
grupo italiano, habito de crescimento determinado, frutos oblongos, foram
semeadas em bandejas de poliestireno com 128 células e irrigadas diariamente
por meio de microaspersao.

As mudas foram transplantadas, 35 dias apds a semeadura, para sacolas
pléasticas com capacidade de 7,0 litros contendo os substratos organicos. O
substrato 1 foi constituido apenas por fibra de coco; o substrato 2, por fibra de
coco + casca de café carbonizada -1/3 (v/v); substrato 3, por fibra de coco +
casca de café carbonizada- 2/3 (v/v) e o substrato 4, por casca de café
carbonizada. Estes substratos foram analisados e suas caracteristicas sdo

apresentadas na Tabela 2.

TABELA 2 Caracteristicas dos substratos organicos.

Caracteristicas S1 S2 S3 S4
pH em H,0 5.8 72 73 7.8
N-Total (g kg™ 9,2 8,7 9,7 8,2

P (gkgh) 2,0 2,4 2,5 2,5
K (gkg™) 8,2 17,7 22,0 30,5
Ca (gkg™") 4,2 10,2 8,2 9,1
Mg (g kg™ 1,5 2,8 2,5 2,3
Cu (mg kg™ 85,2 57,7 61,8 45,0
Mn (mg kg™ 77,8 182,0 157,1 164,2
Fe (mg kg™) 716,3 1256,1 1265,1 1188.9
C.E. (mS cm™) 3,8 3,9 4,9 5,6

C total (dag kg™) 40,6 40,6 36,9 41,0
C/N 44,1 46,7 38,0 50,0
Acido hiimico (g kg™) 2,0 2,5 1,4 2,5
Acido filvico (g kg™) 32 2.4 1,6 3,7

C.E. — Condutividade elétrica. Nutrientes - determinados apds mineralizagdo pela digestdo
nitroperclorica.
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As mudas foram distribuidas no espagamento de 1,0 m x 0,80 m x 0,40
m, com densidade populacional de 2,78 plantas m~. A conducio do experimento
foi em ambiente protegido, modelo capela, com 30 m de comprimento, 10 m de
largura e 1,80 m de pé direito, coberto com polietileno de baixa densidade, de
150 micras.

Os nutrientes foram fornecidos por meio de fertirrigacdo didria, de
acordo com o estadio de desenvolvimento da cultura, sendo as doses baseadas
em recomendagdo de Castellane & Aragjo (1995). Na fase inicial de
crescimento: 12,5 de N; 1,5 de P; 7,0 de K; 4,0 de Ca; 2,0 de Mg e 2,0 de S
(mmol. L'l) e, ainda, 20 de Fe; 15 de Mn; 5 de Zn; 30 de B; 0,8 de Cu e 0,5 de
Mo (pmol. L™). Na fase de crescimento e frutificagdo: 14,0 de N; 2,0 de P; 11,2
de K; 5,2 de Ca; 1,6 de Mg; 5,7 de S (mmol. L'l); e 25 de Fe; 15 de Mn; 5 de Zn;
30 de B; 0,8 de Cu e 0,5 de Mo (umol. L™).

A irrigacdo foi realizada por meio de gotejamento, com gotejadores de
miltiplas saidas (um por planta), vazio média de 1,0 L.h". O tempo de irrigagio
foi determinado apos drenagem de 30% do volume total de agua aplicada as
sacolas plasticas e a frequéncia ajustada diariamente, de acordo com o estadio de
desenvolvimento da cultura e as condi¢des climaticas.

Como fonte de acidos organicos foi utilizado o produto comercial
Codahumus 20 (acido fulvico 10,2% e é4cido humico 10,0%), aplicado
quinzenalmente, a partir do oitavo dia ap6s o transplantio, nas dosagens de (0,
20,40 ¢ 80 L.ha'l), diretamente nos substratos.

Foram totalizadas 11 colheitas, de frutos maduros ou em estadio maximo
de desenvolvimento fisioldgico. Os frutos foram pesados e classificados, de
acordo como o didmetro equatorial (calibre), em pequenos (40-50 mm), médios
(50-60 mm), grandes (>60 mm). Também foram separados os que apresentaram
podridao apical. Com os resultados obtidos, determinou-se a produgdo de frutos

total, comercial, pequenos, médios, grandes e ndo-comerciais. A producdo
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comercial de frutos foi obtida pelo somatorio das classes (calibres) grande,
médio e pequeno (t/ha = g planta™ de cada classe x 2,78 plantas m™” x 107). A
producdo ndo-comercial foi constituida, principalmente, por frutos que
apresentaram podriddo apical.

Selecionaram-se frutos de todos os calibres no estddio de maturagdo
“vermelho” de segundo e terceiro cacho, os quais foram transportados para o
Laboratorio de Pos-Colheita de Frutos e Hortalicas do Departamento de Ciéncia
dos Alimentos da UFLA.

Em seguida, procedeu-se a higienizacdo dos frutos com hipoclorito de
sodio a 100mg.L™" e postos para secar. Apos a secagem desses frutos, foi feita a
leitura da coloragdo e, posteriormente, a determinacdo da textura. Os frutos
foram cortados e foi retirado o material placentario. Em seguida, foram

armazenados a -18°C, para as analises posteriores.

3.2 Andlises fisicas, fisico-quimicas, quimicas e bioquimicas
3.2.1 Sdlidos soluveis totais

Para se determinar o °Brix (solidos soluveis totais), o fruto foi triturado e
o suco obtido foi entdo colocado em refratdmetro digital ATAGO PR-100, com
compensacdo automatica de temperatura automatica a 25°C. Os resultados foram
expressos em °Brix, segundo técnica da Association of Official Agricultural

Chemists, AOAC (1992).

3.2.2 Acidez titulavel (AT)

Foi determinada por titulagdo com solucdo de hidréxido de soddio
(NaOH) 0,IMol.L" FC 1,0, tendo como indicador fenolftaleina, de acordo com
o Instituto Adolfo Lutz (1985). Os resultados foram expressos em porcentagem

de acido citrico por 100g de fruto.
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3.2.3 Relacéo solidos solUveis/acidez total titulavel
Determinada pela divisdo do teor de solidos soluveis pela acidez total

titulavel.

3.2.4 pH
Os valores de pH foram determinados no filtrado, utilizando-se pHmetro

TECNAL (Tec 3MP), segundo AOAC (1992).

3.2.5 Firmeza

A firmeza da polpa foi determinada com o auxilio de um penetrémetro
manual, modelo Mc-Cormik, com ponteira plana de didmetro 7,94 mm, em dois
pontos equidistantes na por¢do equatorial de cada fruto, apds a remocao de

pequena porg¢do da casca. Os resultados de firmeza foram expressos em Newton.

3.2.6 Coloracéo

Utilizou-se colorimetro marca Minolta, modelo CR 400. As leituras dos
valores L* e a* foram feitas, em lados opostos, de 7 frutos, em cada repetigao,
totalizando quatorze leituras por repeticdo. A coordenada L* representa qudo
clara ou escura € a amostra, com valores variando de 0 (totalmente preta) a 100
(totalmente branca); a coordenada a* pode assumir valores de -80 a +100, em

que os extremos correspondem ao verde e ao vermelho, respectivamente.

3.2.7 Determinagéo de aglcares totais
Foram extraidos com 4lcool etilico 70% e determinados pelo método de

Antrona (Dische, 1962). Os resultados foram expressos em % de glicose na

polpa.

36



3.2.8 Determinacao de pectina total e solavel
Foram extraidas segundo técnica descrita por McCready & McComb
(1952) e determinadaS colorimetricamente, conforme técnica de Bittrer & Muir

(1962). Os resultados foram expressos em mg de pectina por 100 g de polpa.

3.2.9 Porcentagem de solubilizacdo

Foi determinada pela razdo: (pectina solivel/pectina total) x 100.

3.2.10 Pigmentos carotendides

Foram extraidos de 1 g do tecido pericarpico com o auxilio de
acetona:hexano (4:6) e determinados segundo Nagata ¢ Yamashita (1992). Os
teores de licopeno e B-caroteno foram expressos em mg por 100g de polpa, apos
seu equacionamento:
Licopeno = - 0,0458 Age310,204 Aggst 0,372 Asps — 0,0806 Ayss
B-caroteno = 0,216 Agez — 1,22 A 45 — 0,304 A 505 + 0,452 Ays;
sendo: Agss, Aess, Asos, Agsy as leituras de absorbancia nos respectivos
comprimentos de onda. Os resultados foram multiplicados por 1.000, para serem

expressos em 1g/100g polpa.

3.2.11 Determinacdo de pectinametilesterase

A atividade enzimatica foi determinada pela técnica descrita por Jen e
Robinson (1984). O substrato utilizado foi a pectina citrica a 1% em NaCl 0,1
Mol.L", pH 7,0, a temperatura ambiente. A taxa de desmetilacdo da pectina,
adicionada do extrato enzimatico, foi medida pela titulacdo da mistura da reagdo
com NaOH 0,01 Mol.L"', mantendo-se o pH 7,0 por 10 minutos. Uma unidade
de atividade foi considerada como sendo a quantidade de enzima capaz de

catalizar a desmetilagdo de pectina correspondente a um micromol de NaOH por
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minuto, nas condi¢des do ensaio.Os resultados foram expressos em unidades por

grama de peso fresco (umol'g ' min).

3.2.12 Determinagéo de poligalacturonase

A extragdo foi realizada de acordo coma metodologia de Buecher &
Furmanski (1978). Amostras de 5g foram trituradas em politron com 50 mL de
agua destilada gelada, a 4°C. O homogenato resultante foi filtrado em papel de
filtro. O residuo foi lavado mais uma vez com agua destilada e, em seguida,
ressuspendido em NaCl 1,0 Mol.L" e submetido & homogeneizagio por um
minuto. O pH foi ajustado para 6 com NaOH e o novo homogenato foi incubado
a 4°C, por uma hora. Depois de incubado, o volume foi completado para 30mL
com NaCl 1,0 Mol.L™ e filtrado com papel de filtro. O sobrenadante constituiu a
fonte enzimatica. A determina¢do da atividade enzimatica foi realizada segundo
Pressey & Avants (1973). O extrato foi incubado com &cido galacturonico
0,25% em tampao acetato de sédio 37,5mM pH 5,0, a 30 °C, por3 horas. A
reagdo foi interrompida em banho-maria fervente e os grupos redutores liberados
determinados pela técnica Somoghy, modificada por Nelson (1944), utilizando-
se acido galacturénico como padrao. Os resultados foram expressos em unidades

de atividade de poligalacturonase por minuto (umol”'g ' min).

3.3 Determinacao dos constituintes da parede celular
3.3.1 Extracdo da parede celular

A parede celular foi extraida do material (polpa mais casca), pesando-se
50g e triturando-se em homogeneizador de tecidos tipo politron com 200 mL de
alcool 92,8% Em seguida, filtrou-se em organza, lavando-se com alcool 92,8%
duas vezes, logo apos, com alcool etilico absoluto e, finalmente, com acetona

P.A. O processo de extracdo foi feito com alcool fervente. O material da parede
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celular foi colocado em placa de Petri para secagem e armazenado em frascos

até a sua utilizagao, segundo Mitcham &McDonald (1992).

3.3.2 Determinacéo de poliuronideos

Em 0,05g do material da parede celular, acrescentaram-se Sml de acido
sulfurico (H,SO4) 72%. Apds repouso por 2 horas, a temperatura ambiente,
completou-se o volume para 50 mL, com &gua destilada, filtrando-se em
seguida. Para a determinagdo, utilizou-se o método carbazol e os resultados
foram expressos em porcentagem de aglicar péctico, segundo Bitter & Muir

(1962), no material da parede celular.

3.3.3 Determinacao de celulose

Em 0,05g do material da parede celular, acrescentaram-se Sml de acido
sulfurico (H,SO4) 72%. Apds repouso por 2 horas, a temperatura ambiente,
completou-se o volume para 50 mL, com &gua destilada, filtrando-se em
seguida. Para a determinagdo, utilizou-se o método Antrona, segundo Dische
(1962) e os resultados foram expressos em porcentagem de agticar celulosico no

material da parede celular.

3.3.4 Determinacao de hemicelulose

Em 0,05g do material da parede celular, acrescentaram-se 10 mL de
acido trifluoracético (TFA 2N), permanecendo em banho-maria por 2 horas, a
30°C. Ao findar o tempo, completou-se o volume para 50 ml com agua destilada,
filtrando-se em seguida. Tomou-se uma aliquota de 1 ml para doseamento,
utilizando-se o método antrona, segundo Dische (1962) e resultados expressos

em porcentagem de aglicar hemiceluldsico no material da parede celular.
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3.3.5 Determinacao de célcio ligado a parede celular
Foi determinado ap6s digestdo nitroperclorica, por espectofotometria de

absor¢do atdmica, conforme metodologia descrita por Sarruge & Haag (1974).

3.3.6 Derivatizacdo de agUcares neutros da parede celular

Amostras de 1 mg de parede celular foram colocadas em tubos de ensaio
rosqueados; adicionaram-se 500uL de HCI (2mol L' contendo 500pg de
inositol) e vedou-se. Os tubos foram aquecidos, a 121°C, sob agitagdo por uma
hora no headspace. Em seguida, o homogenato foi evaporado com N, gasoso.
Procedeu-se a lavagem com 500 pPL de metanol e evaporagdo com o N; gasoso
(trés vezes). A redugdo dos polissacarideos foi feita com ciclohidroxilamina e a
acetilagdo com o anidrido acético. Para a redugdo, adicionaram-se 250 pL de
ciclohidroxilamina contendo 20g para 1 litro de piridina. Posteriormente, esta
solu¢do foi mantida a 121°C, por 10 minutos, sob agitagdo no headspace.
Adicionaram-se 500 pL de anidrido acético para promover a acetilagdo dos
polissacarideos. A solucdo foi mantida a 121°C, por 20 minutos, sob agitacdo, no
headspace. Depois de resfriada, a amostra foi injetada no cromatdgrafo

(Guerreiro, 2009)".

3.3.7 Cromatografia gasosa associada a espectrometria de massas

Injetou-se 1 pL das amostras derivatizadas no cromatografo a gas
GCMS-QP 2010 Shimadzu (Gas Chromatograph mass spectrometer) com
coluna capilar OV-DB 225, 0,25 mm de didmetro interno e 25 m de
comprimento. Os gases utilizados foram o hidrogénio, como gas de queima, o ar
sintético, como mantedor da chama e o “make up”, uma mistura de hidrogénio e

nitrogénio (30 mL.min™). A pressio da coluna foi de 21psi, o fluxo da coluna de

*
GUERREIRO, M.C. Metodologia para determinagdo cromatografica de aglcares neutros de
parede celular. Lavras: UFLA/DQI, 2009. Dados nio publicados.
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1,0 mL.min"' ¢ a do gas de arraste, 30 mL.min" . Foram utilizadas as seguintes
temperaturas: coluna 225°C, injetor 250°C e detector de 300°C. Utilizou-se como
padrdo uma mistura dos agticares ramnose, fucose, arabinose, manose, galactose,
glicose e inositol (padrio interno), todos na concentragio de Img.mL’

(Guerreiro, 2009)".

3.4 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, em que cada
bloco representou uma repeti¢do, em esquema fatorial 4x4. O primeiro fator
refere-se as doses de acidos htimicos e o segundo, aos diferentes substratos: S; =
fibra de coco; S, = fibra de coco + casca de café carbonizada - 1/3 (v/v); S; =
fibra de coco + casca de café carbonizada - 2/3 (v/v) e S; = casca de café
carbonizada. As parcelas foram constituidas por nove plantas, sendo as amostras
retiradas de cinco plantas centrais em cada parcela. Como fonte de acidos
humicos foi utilizado o produto comercial Codahumus 20 (acido fulvico 10,2%
p/p e acido huimico 10,0% p/p e 0,65 de N p/p), aplicados quinzenalmente, a
partir do oitavo dia apds o transplantio, nas dosagens de 0, 20, 40 e 80 L.ha',
diretamente nos substratos.

Os resultados de cada caracteristica avaliada foram submetidos a andlise
de variancia, para testar o efeito de cada um dos dois fatores e a interagdo entre
eles. Quando houve efeito significativo da interag@o entre os fatores foi feito um
teste de média para definir qual era o melhor tratamento. Ja quando ndo houve
efeito significativo da interacdo, os fatores foram analisados separadamente,
fazendo analise de regressdo quando ocorreu o efeito significativo das doses de
acidos humicos e teste de médias quando houve efeito dos diferentes substratos.

Para realizar as analises estatisticas foi utilizado o software R.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producéo dos frutos

De acordo com os resultados, observou-se que ndo houve efeito
significativo dos acidos huimicos sobre a producdo de frutos pequenos (FP),
médios (FM), grandes (FG) e ndo-comerciais (FNC). Porém, os substratos
organicos promoveram efeito significativo sobre a produgdo de frutos grandes,
frutos comerciais (FC) e produgdo total (PT), ndo havendo diferenca entre FP,
FM e FNC (Tabela 3). O substrato constituido apenas pela fibra de coco (S1)
apresentou producdo de 9,36% de frutos pequenos, 37,90% de frutos médios,
49,90% de frutos grandes e 2,85% de frutos ndo-comerciais. J4 o substrato que
apresentava sO a casca de café carbonizada (S4), determinou a produgdo de

apenas 21% de frutos grandes (Tabela 3).

TABELA 3 Producdo média de tomate, pequenos (FP), médios (FM), grandes
(FG), ndo-comerciais (FNC), comercial (FC) e produgéo total (PT).

Tratamentos FP FM FG FNC FC PT

(t /ha)
S1 15,61 63,19 83,20 a 4,75 157,17 a 166,83a
S2 17,10 58,36 47,00 b 4,89 117,84 b 127,20b
S3 18,15 59,43 3691b 4,58 108,87 be 115,54bc
S4 19,60 61,21 2,80 ¢ 5,40 99,07 ¢ 102,74c
Média 17,62 60,55 47,48 491 120,74 125,64
CV (%) 25,33 16,63 24,29 35,21 10,68 10,94

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade;
S — substratos organicos: S1 = fibra de coco (FC); S2 = FC + casca de café carbonizada (CC) 2:1, (v/v); S3 =
FC + CC, 1:2 (v/v); S4 = CC; v/v — volume/volume.

Fontes et al. (2004), trabalhando com substratos constituidos de areia e

areia + composto, ndo observaram diferenga significativa com relagdo a
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producio de frutos pequenos e grandes (17,15 e 7,925 tha'), exceto para a
produgio de frutos médios (77,23 t.ha™).

No presente estudo, a medida que houve o incremento de casca de café
carbonizada nos tratamentos, ocorreu reducao significativa de frutos grandes, da
producdo total e comercial, provavelmente devido ao aumento da condutividade
elétrica (CE) de 3,81 para 5,61 mS.cm” e da granulometria das particulas,
resultando em menor capacidade de retencdo de d4gua dos substratos,
influenciando na absor¢do de nutrientes (Tabela 2).

Segundo Alvarenga (2004), o limite maximo de salinidade expressa pela
CE do solo para o tomateiro ¢ de 2,5 mS.cm™, ocorrendo diminuicdo de
rendimento de 10% para cada acréscimo de 1,0 mS.cm™, acima do limite de
tolerancia. A produgdo média de frutos ndo comerciais ndo foi afetada nos
diferentes tratamentos (Tabela 3). Os frutos nao-comerciais constituidos
especialmente por deficiéncia de calcio ou podriddo apical apresentaram
producio média de 4,91 t.ha™'. Carrijo et al. (2004) observaram que as maiores
perdas de frutos devido a podriddo apical ocorreram especialmente no substrato
de casca de arroz parcialmente carbonizada (15,5 frutos.m™).

A produgdo média de frutos comerciais com a fibra de coco (S1), de
157,17 tha', foi significativamente superior a dos demais tratamentos. A
produgdo total do tomateiro cultivado com a casca de café carbonizada (S4) foi
significativamente inferior a dos demais tratamentos, com média de 99,07 t. ha'!
(Tabela 3). De acordo com Carrijo et al. (2004), com a utilizacdo de fibra de
coco como substrato, na condu¢do das cultivares TX e Larissa, a produgdo
média de frutos comerciais foi de 104 t.ha™.

O substrato S1 apresentou diferenca significativa em relagdo aos demais
tratamentos na producio total de frutos, com 166,83 tha™. Os tratamentos S2 e
S3 apresentaram producdo total média de 127,09 e 108,14 tha',

respectivamente (Tabela 3). A produtividade estd relacionada ao tipo de
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substrato (granulométria das particulas, capacidade de retencdo de agua,
drenagem, condutividade elétrica), ao tipo de cultivar e a aplicacdo de solugdo

nutritiva equilibrada (Carrijo et al., 2004).

4.2 Sélidos soluveis

De acordo com os resultados observados, os teores de solidos soluveis de
tomate cultivar Vénus ndo foram influenciados significativamente pelos fatores
acidos humicos, substratos organicos ¢ nem pela interagcdo entre eles. O valor
médio encontrado para a variavel foi de 4,31°Brix. Yildirim (2007), ao realizar
adubacdo foliar e do solo do tomateiro com acidos humicos, obteve um aumento
significativo no teor de solidos soluveis do tomate. Tal estudo revelou que uma
concentragio de acidos hiimicos de 20ml.L™" podera ser utilizada com sucesso
para se obter frutos com melhor crescimento ¢ também um aumento na
produtividade.

Carvalho et al. (2005), ao esudarem quatro cultivares de tomate
cultivados em substrato ¢ em ambiente protegido, encontraram média de 4,37
°Brix, tendo a cultivar Andréa apresentado média de 5,05 °Brix. Fontes et al.
(2004), trabalhando com tomates ‘Carmen’ cultivados em substrato constituido
de composto + areia + fertilizantes em ambiente protegido e no campo,
registraram valor médio de SS de 4,82 °Brix. Vale ressaltar que as caracteristicas
ambientais exercem grande influéncia sobre os teores de SS de frutos do
tomateiro.

Caliman et al. (2008), utilizando trés cultivares de tomate , BHG-320,
Carmen e Santa Clara, observaram que frutos cultivados em ambiente protegido
apresentaram menores valores de SS, comparados com frutos cultivados em
ambiente aberto. Maiores valores de °Brix estdo relacionados a sintese e ao
acumulo de agtlicares no fruto, devido & maior luminosidade (aproximadamente

25% superior) em relacdo ao cultivo no ambiente protegido. Outros fatores,
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como cutivar, local, época de colheita, estresse hidrico antes da colheita, idade
da planta e praticas culturais, podem afetar a producdo de SS (Davies & Hobson,

1981).

4.3 Acidez titulével

A acidez titulavel apresentou valor médio de 0,37%. Esta varidvel ndo
sofreu influéncia das doses crescentes de acidos humicos, dos substratos nem da
interacdo entre os acidos htimicos e tipos de substratos organicos. Fontes et al.
(2004) nao encontraram diferenca nos valores de acidez dos tomates cultivados
em ambiente aberto e no ambiente protegido; os tratamentos apresentaram uma
média de 0,46%. Carvalho et al (2005) encontraram valores de acidez titulavel
variando de 0,38% a 0,40%, proximos aos encontrados no presente trabalho.
Ferrara et al. (2007), ao fazerem aplicagdo foliar de acidos humicos em uvas
‘Italia’, observaram que concentra¢des de 20mg.L" induziram uma diminuigdo
da acidez titulavel dos frutos, contrastando com o efeito dos acidos humicos no
presente trabalho. Ja Yildirim (2007) afirma que o tratamento com os acidos
humicos na concentragdo de 20ml.L™" ndo teve qualquer efeito sobre a acidez do
tomate. De acordo com os resultados obtidos, os fatores que poderiam estar
influenciando o percentual de acido citrico sdo atribuidos a concentrag@o idnica
da solugdo nutritiva e a diminuicdo da radiacdo solar, visto que o cultivo

realizado em ambiente protegido afeta o metabolismo de fotoassimilados.

4.4 pH

Os valores de pH foram afetados significativamente apenas pelas doses
de acidos humicos. O resultado da regressdo apresentou resposta ascendente até
a dose de 14,90 L. ha de 4cidos humicos e, em seguida, resposta descendente
até a dosagem de 56,67 L. ha™', ocorrendo, posteriormente, elevacdo dos valores

até 80L. ha' de acidos hiimicos (Figura 6).
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FIGURA 6 Representagdo grafica da curva e da equacdo de regressdo dos
valores médios de pH de tomates, em fungdo das doses de acidos
himicos.

De acordo com Yildirim (2007), a aplicagdo foliar ou no solo de acidos
humicos, na concentragio de 20 mg.L™", ndo foi capaz de promover qualquer
alteracdo nos valores de pH de tomates. Carvalho et al. (2005) encontraram
valores de pH entre 4,11, para a cultivar Andréa e 4,43 paraa cultivar Carmen.
Fontes et al. (2004), trabalhando com tomates cultivados em substrato no campo
e em ambiente protegido, ndo observaram diferenca nos valores de pH,
encontrando valor médio de 4,0. A aplicag@o foliar de acidos himicos em uvas
“Italia” ndo produziu qualquer efeito nos valores de pH dos frutos (Ferrara et
al., 2007), diferindo dos resultados encontrados no presente trabalho.

A resposta das plantas aos acidos himicos estd na dependéncia da
matéria-prima original e, principalmente, da espécie vegetal que estd sendo

aplicada. Matérias-primas organicas diversas apresentam, em sua composi¢ao,
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acidos humicos e falvicos diferentes, bem como distintas concentra¢des destes

acidos htimicos e fulvicos (Brun, 1993).

4.5 Relagao solidos soltveis/acidez titulavel

No presente trabalho, observou-se que a relagdo SS/AT nao foi
influenciada pelas doses de 4acidos humicos, pelos substratos organicos nem pela
relacdo acidos hiimicos e substratos orgénicos. Os frutos apresentaram valor
médio de 12,10 para a relagdo SS/AT.

Stevens et al. (1977) observaram que frutos de tomateiro que ganharam a
preferéncia de consumidores foram os que apresentaram relacdo de solidos
soluveis e acidez titulavel entre 13,0 ¢ 15,0, porém, com teores mais elevados,
tanto para agucares quanto de acidos. Caliman et al. (2008) observaram que os
frutos do tomateiro cultivados em campo apresentaram maior relagdo SS/AT,
quando comparados aos frutos cultivados em ambiente protegido, apresentando
as respectivas médias de 16,82 e 12,07. Abdel-Mawgoud et al. (2007)
encontraram maiores valores de SS em frutos do tomateiro, quando estes
receberam a aplicagdo foliar de acidos humicos na dose de 75g.100L™" do
produto comercial, indicando uma relagdo positiva com o teor de assimilados
produzidos pela planta.

De acordo com Nannipieri et al. (1993), um dos efeitos da agdo dos
acidos humicos no metabolismo da plantas ¢ o aumento da fotossintese. Com
isso ocorrera maior taxa de assimilados nas folhas e, consequentemente, maior
exportagdo para os frutos, aumentando o teor de SS. No entanto, no presente
estudo nao foi observada a agdo dos acidos humicos na relagao SS/AT.

O balango entre acidez e aglicares é extremamente importante, do ponto
de vista sensorial, visto que esses compostos sd0 0s principais responsaveis pelo
sabor caracteristico do tomate. A relacdo solidos soluveis/acidez titulavel é

comumente utilizada como parametro de comparacdo entre frutos de diferentes
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origens ou cultivares e essa relagdo pode ser influenciada pelo clima, pela
cultivar e por praticas culturais (Sadler & Murphy, 1998).

Os acidos humicos apresentam diferentes agdes de acordo com a
matéria-prima original e os estudos realizados anteriormente podem ter sido
feitos com matérias potencialmente mais ricas em acidos humicos, além do que

aplicacdes de um produto mais concentrado em substancias humicas.

4.6 AcuUcares sollveis totais

O conteudo de aglcares soluveis totais dos frutos do tomateiro cultivar
Vénus foi influenciado significativamente pela interagdo acidos humicos x
substratos organicos.

Os teores de acgucares soluveis totais dos frutos cultivados no S3
decresceram com o aumento na dosagem de acidos humicos (Figura 7). Efeito
inverso foi obtido nos frutos cultivados no S1, S2 e S4, apresentando um leve
aumento nos teores de aglicares com a aplicacdo crescente de acidos (Figura 7).

Nannipieri et al. (1993) afirmam que as substancias humicas sdo capazes
de promover um aumento da fotossintese e, consequentemente, maior produgio
de fotoassimilados e maior assimilacdo pelos frutos. Mato et al. (1972) afirmam
haver associagdo entre enzimas e substincias hiimicas e o resultado desta
associa¢do leva ao estimulo da sintese de enzimas como a invertase. Esta sintese
podera estar contribuindo para uma maior porcentagem de aglcares totais do
presente estudo.

O menor valor médio de actcares soluveis totais foi encontrado em

frutos cultivados no S1 e sem a aplicagdo de acidos himicos (1,53%) (Figura 7).
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FIGURA 7 Representagdo grafica da curva e da equagdo de regressdo dos
valores médios de acgucares soluveis totais (%), em funcdo das
doses de acidos humicos e dos diferentes substratos orgénicos.
Subl= fibra de coco; Sub2 = fibra de coco + casca de café
carbonizada 1/3 (v/v); Sub3 = fibra de coco + casca de café
carbonizada 2/3 (v/v); e Sub4 = casca de café carbonizada.

Filgueiras (1996) encontrou valores variando de 2,01% a 2,56%, entre
homozigotos Flora Dade, “alcobaga’ e seus hibridos heterozigotos no estadio de
maturagdo maduro. Vilas Boas (1998), ao estudar trés pares de hibridos
isogénicos, encontrou média de 2,47%, valor préximo ao encontrado no presente
estudo.

A presenca de concentragdes adequadas de agucares soluveis e acidos
organicos determina o desenvolvimento do sabor do fruto e afeta diretamente a
qualidade do produto. Hobson & Davies (1971) afirmam que as cultivares
comerciais de tomate tém entre 1,5% e 4,5% de aglicares na matéria fresca, isto

¢, cerca de 65% dos solidos soluveis totais. Dentre os fatores ambientais, Davies
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& Hobson (1981) dizem que € provavel que a luz tenha o efeito mais acentuado
sobre a concentragdo de agucares em tomates € que o leve sombreamento

causado pelas folhas pode interferir nos seus teores.

4.7 Coloracéo

Um dos atributos que influenciam na aceitacdo dos tomates pelo
consumidor consiste na sua coloracdo. De acordo com os resultados, ndo houve
acdo dos acidos humicos, dos diferentes substratos ¢ nem da interagdo acidos
himicos e substratos organicos nas varidveis a* e L* e na quantidade de B
caroteno dos frutos do tomateiro cultivar Vénus. Lopez Camelo & Goémez
(2004) afirmam que o amadurecimento dos frutos do tomateiro ¢ acompanhado
por uma coloragao mais escura, ou seja, apresenta decréscimo do valor L*.

Os teores de licopeno do tomate cultivar Vénus foram significativamente
influenciados pela interacdo doses de acidos humicos e substratos organicos (S2
e S3).

De acordo com os resultados da analise de regressdo da interacdo entre
os fatores, a equagdo que se ajustou melhor para o teor de licopeno do tomate
cultivado em substrato organico e com aplicagdo de 4cidos humicos foi a
quadratica (Figura 8).

Pelo grafico da Figura 8 ¢ possivel observar que os tomates cultivados
no S2 apresentaram uma ascendéncia nos teores de licopeno com aplicagdo de
doses crescentes de acidos huimicos. No entanto, os frutos cultivados no S3
apresentaram queda na pigmentacdo dos frutos quando estes receberam
aplicacdo de 4cidos humicos superior a 39,92 L.ha". Observa-se que o S2, com
uma aplicagio de 80 L. ha', promoveu maior pigmentagio nos frutos,

registrando média de 873,29 pcg.100g” (Figura 8).
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FIGURA 8 Representacdo grafica da curva e da equacdo de regressdo dos
valores médios de Licopeno, em fun¢do das doses de acidos
humicos e dos diferentes substratos organicos. Sub 2 = fibra de
coco + casca de café carbonizada 1/3 (v/v) - Sub 3 = fibra de coco
+ casca de café carbonizada 2/3 (v/v).

Segundo Maccarthy et al. (1990), esta estabelecido que as substancias
htimicas promovem maior absor¢ao de macro ¢ microelementos, dentre os quais
se destaca o potassio. O potassio assume importante papel para a cultura do
tomate, considerando sua atuacdo na sintese de carotenoides, principalmente o
licopeno (Johjima, 1994). Tal evento poderia estar contribuindo com o aumento
de licopeno observado no presente estudo, com uma aplicacdo de acidos
humicos.

Vilas Boas et al. (1998), ao estudarem hibridos isogénicos de tomates,

encontraram valores de licopeno variando de 572,50 a 750, 50 pg.100"g.
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Filgueiras (1996) encontrou teores de licopeno para a cultivar Flora Dade, no

estadio vermelho maduro de 450 ug. 100™'g de polpa.

4.8 Firmeza

A firmeza dos tomates cultivar Vénus foi significativamente influenciada
pela interag@o entre as doses de acidos humicos e os substratos orgéanicos S1 e
S3.

De acordo com os resultados, observa-se que o S1 apresenta aumento
quadratico ascendente na sua firmeza, quando recebe doses crescentes de acidos
humicos. Ja o S3 apresentou reducdo quadratica descendente quando foi feita a
aplicacdo crescente de doses de acidos humicos (Figura 9).

Essa divergéncia na resposta a aplicacdo dos 4cidos humicos
possivelmente se deve a interagdo dos grupos funcionais hidroxilas e carbonilas
presentes nos acidos htimicos com o substrato.

O substrato constituido pela fibra de coco, apresenta maior capacidade
de retengdo e disponibilidade de agua quando comparado com a casca de café
carbonizada. Portanto, maior disponibilizagdo de agua facilita o transporte
unidirecional de Ca pelo xilema, via corrente transpiratoria, das raizes para a
parte aérea (Alvarenga, 2004). Este calcio podera estar contribuindo para a
manuten¢do da estrutura celular, conferindo ao fruto maior firmeza.

Um dos fatores que afetam a firmeza da polpa é a quantidade de potassio
disponivel para a planta. O potassio ¢ responsavel pela manutengdo da
consisténcia dos tecidos ¢ do maior tempo de conservagdo pods-colheita dos
mesmos (Wilcox, 1964). De acordo com Maccharthy et al. (1990), dentre as
acoes dos acidos humicos no metabolismo das plantas destaca-se o aumento da
absor¢do de K, o que poderia estar contribuindo para o aumento da firmeza dos

frutos com a aplicag@o de acidos humicos e cultivados no S1.
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FIGURA 9 Representagdo grafica da curva e da equagdo de regressdo dos
valores médios de firmeza (N), em funcdo das doses de 4cidos
hiimicos e dos diferentes substratos organicos. Subl= fibra de
coco; Sub3 = fibra de coco + casca de café carbonizada 2/3 (v/v).

Segundo Zaller (2006), os acidos humicos extraidos de
vermicompostagem ¢ aplicados nas folhas de tomateiros apresentaram
comportamentos distintos de acordo com a cultivar. Observou-se que a cv. M
apresentou maior firmeza quando recebeu a aplicacdo dos acidos humicos. No
entanto, a cv. RR, quando recebeu aplicagdo dos acidos htimicos, apresentou
reducdo de sua firmeza.

Carvalho et al. (2005) encontraram valores de firmeza variando de
8,89N, para a cv. Débora Max, a 12,75N, para a cv. Diana. Maiores valores
foram obtidos por Brackman et al. (2007) que encontraram média de 24N para

os tomates parcialmente maduros e 19N para os tomates maduros.
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A firmeza é um dos mais importantes atributos da qualidade de frutos de
tomate para consumo in natura e para o cultivo industrial. De acordo com
Ahrens & Huber (1990), esta ¢ uma caracteristica de conservagdo pds-colheita
essencial durante o transporte e a comercializacdo dos frutos, também

relacionada com a capacidade de armazenamento ou vida util pds-colheita.

4.9 Porcentagem de solubilizacio péctica

Quanto a porcentagem de solubilizacdo das pectinas, observou-se que
esta foi influenciada significativamente pela interacdo entre acidos htimicos e
substratos organicos.

Conforme os resultados apresentados, as equagdes que se ajustaram
melhor para a variavel porcentagem de solubilizacdo dos frutos do tomateiro
cultivados em diferentes substratos orgénicos e submetidos a aplicagdo de acidos
htmicos foi a quadratica (Figura 10). Pelas curvas é possivel observar que houve
reducdo nos percentuais médios de solubilizagdo, com a aplicagdo de acidos
humicos, superior a 36,40 L.ha', para o S1, S2 e S4. No entanto, o S3 aumentou
os percentuais médios de solubilizagdo com doses de acidos himicos superiores
a45,64L.ha”" (Figura 10).

Obtiveram-se maiores valores médios da porcentagem de solubilizacdo
(51,32%) nos frutos cultivados no S2 e com a aplicagdo de 40L.ha”'. Ja os
menores valores médios de porcentagem de solubilizagdo (23,96%) foram

obtidos nos frutos cultivados no S4, com a aplica¢io de 40 L.ha" (Figura 10).
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FIGURA 10 Representagdo grafica da curva e da equagdo de regressdo dos
valores médios de solubilizagdo (%), em fungdo das doses de
acidos htimicos e dos diferentes substratos organicos.Subl= fibra
de coco; Sub2 = fibra de coco + casca de café carbonizada 1/3
(v/v); Sub3 = fibra de coco + casca de café carbonizada 2/3 (v/v);
e Sub4 = casca de café carbonizada.

Macédo & Alvarenga (2005) encontraram valores de porcentagem de
solubilizagdo variando de 22,50% a 31,82%, enquanto Resende et al. (2004)
observaram valores entre 21,52% e 48,09% de solubilizacio.

A firmeza dos frutos cultivados no S1 e S3 ,com a aplica¢do de doses
crescentes de 4acidos humicos, associou-se positivamente com os teores de
pectina soluvel e porcentagem de solubilizagdo. Observou-se que, com o
aumento na concentragdo de acidos humicos, aqueles frutos que apresentaram
maior porcentagem de solubilizagdo e maior conteudo de pectina solavel
apresentaram menor firmeza, reafirmando a relagdo existente entre solubilizagdo

das substancias pécticas e redu¢do na textura do fruto.
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4.10 Atividade enzimatica
4.10.1 Pectinametilesterase

A atividade da enzima pectinametilesterase foi influenciada
significativamente pela interacdo entre acidos humicos e diferentes substratos
organicos.

As equacdes que melhor se ajustaram as variagdes dos teores de PME
foram a quadratica, para o S2, S3 e S4 ¢ a cubica, para os substratos S1 (Figura

11).
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FIGURA 11 Representacao grafica da curva e da equacdo de regressdao dos
valores médios de PME (unidades), em funcdo das doses de
acidos humicos e dos diferentes substratos organicos. Subl= fibra
de coco; Sub2 = fibra de coco + casca de café carbonizada 1/3
(v/v); Sub3 = fibra de coco + casca de café carbonizada 2/3 (v/v);
e Sub4 = casca de café carbonizada.
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Pelo grafico da Figura 11 é possivel observar que os frutos cultivados no
S2 e S4 apresentaram reducdo nos valores de PME com a aplicagdo crescente de
acidos humicos; ja aqueles cultivados no S3 apresentaram ascensdo de seus
valores com a aplicacdo dos dacidos humicos. Frutos cultivados no S1
apresentaram comportamento descrito pela equacdo cubica, em que se observou
que uma dose superior a 15,02L.ha"" aumentou a atividade da PME e uma dose
superior a 61,24 L.ha™ provocou redugdo nos valores da atividade enzimatica
(Figura 11). Diante do exposto, observa-se que doses de acidos humicos de
80L.ha" foram capazes de reduzir a atividade enzimatica média dos frutos
cultivados em S1, S2 e S4

Faganha et al. (2002) afirmam que os &cidos humicos de massa
aparentemente elevada (pelo menos maior que 14 kDa), isolados de
vermicomposto, promoveram estimulos sobre a atividade de hidrdlise e
transporte de H" das H'-ATPases de MP isoladas de raizes de plantas mono e
dicotiledoneas. O mesmo autor observou aumento na sintese de H'-ATPase,
induzido por acidos humicos e postularam um mecanismo pos-transcripcional
via ativacdo de genes Mhal e Mha2, da mesma forma como as auxinas disparam
a sintese das H'-ATPases de MP.

Provavelmente essa reducdo na atividade enzimatica da PME esta
relacionado com o aumento no conteudo de aglicares com a aplicagdo crescente
de acidos humicos, visto que, de acordo com Jiang et al. (2003), substancias tais
como sacarose, maltose e glicose agem por meio de inibi¢do ndo competitiva aos
sitios de ligagao da PME.

A maior atividade da enzima foi encontrada quando os frutos foram
cultivados no S2 e receberam a aplicagio de 40L.ha” de 4cidos hiimicos. Ja a
menor média da atividade enzimética (44,00 pmol”'g'min) foi obtida quando os

frutos foram cultivados no S4 e receberam a aplicagdo de 80 L.ha™ (Figura 11).
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Filgueiras (1996), ao trabalhar com hibridos de tomate heterozigotos no
loco “alcobaca” encontrou valores da atividade da PME oscilando entre 9,42
umol/g/min, para frutos no estadio “breaker” a 71,66 wmol'g'min, para os
frutos vermelho maduro. Ja Vilas Boas et al. (2000) observaram média de 36,40
pumol'g'min. Segundo Resende et al. (2004), durante o amadurecimento de
tomates do grupo multilocular, hd um aumento da atividade enzimatica de PME
do estddio verde maturo para o “breaker”, no entanto, a atividade enzimatica
volta a niveis normais apos este estadio.

Abu-Sarra & Abu-Goukh (1992) afirmam que a PME catalisa a
desesterificacdo dos residuos de galacturonosil presentes no polimero
homogalacturonano de acido galacturénico, no qual o grupo carboxilico se
encontra metilesterificado, atuando nos finais redutores e no interior das cadeias
pécticas com alto grau de esterificacdo, reduzindo seu peso.

De acordo com Ali (2004), a importancia da PME no amaciamento dos
frutos ¢ ampliada quando se considera que essa enzima pode contribuir, direta
ou indiretamente, para a agdo de outras, ao criar um ambiente idnico adequado
ou, possivelmente, ao modificar a porosidade da parede celular, favorecendo,

dessa forma, o acesso de outras enzimas aos seus substratos potenciais.

4.10.2 Poligalacturonase

A atividade da enzima poligalacturonase nos frutos do tomateiro cv.
Vénus foi influenciada significativamente pela interacdo entre os acidos hiimicos
e os diferentes substratos organicos.

Conforme os resultados obtidos, observa-se que as equagdes que melhor
se ajustaram a atividade da poligalacturonase dos frutos do tomateiro cultivar
Vénus foram a quadratica, para o substrato S1, S3 e S4 ¢ a cubica, para o S2

(Figura 12).
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FIGURA 12 Representagdo grafica da curva e da equagdo de regressdo dos
valores médios de PG (unidades), em funcdo das doses de acidos
htimicos e dos diferentes substratos organicos. Subl= fibra de
coco; Sub2 = fibra de coco + casca de café carbonizada 1/3 (v/v);
Sub3 = fibra de coco + casca de café carbonizada 2/3 (v/v); e
Sub4 = casca de café carbonizada.

Os frutos cultivados no S1, S3 e S4 apresentaram redugdo da atividade
enzimatica quando receberam dosagens superiores a 54 L.ha' de acidos
htimicos. Esta redug¢do na atividade enzimatica da poligalacturonase pode ser
atribuido a uma menor desesterificacdo dos acidos galacturdnicos pela acdo da
PME, visto que a PG s6 catalisa a hidrolise das ligagdes o 1— 4 do acido
galacturdnico quando desesterificados (Fischer & Bennett, 1991).

O S2 apresentou comportamento distinto dos demais substratos, visto
que ha um aumento nos valores da atividade enzimatica com a aplicacdo de
doses supriores a 7,46 L.ha™' e posterior redugio da atividade enzimatica com

doses superiores a 69,75 L.ha™' (Figura 12). E possivel observar que doses de
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4dcidos humicos de 80L.ha’ foram capazes de reduzir a atividade da
poligalacturonase dos frutos, independentemente do substrato utilizado no
cultivo.

Observa-se que a menor atividade da enzima foi obtida nos tomates
cultivados no S1 sem a aplicagdo dos acidos humicos, apresentando valores
médios de 28,24 unidades, enquanto a maior atividade enzimatica foi encontrada
nos tomates cultivados no S3, com a aplicacao de 40L.ha" de acidos humicos,
com valor médio de 64,64 unidades (Figura 12).

De acordo com Almeida & Huber (1999), a atividade da
poligalacturonase é dependente da condigdo ambiente do apoplasto do pericarpo
dos frutos. Os mesmos autores afirmam que, durante o amadurecimento do
tomate, o pH diminui e os niveis de alguns ions aumentam, principalmente o K,
no apoplasto, podendo interferir diretamente na atividade das enzimas
responsaveis pela degradacdo da parede celular. Em frutos no estadio de
maturidade 1, o apoplasto apresenta pH de 6,7 ¢ 13 mM de K', enquanto frutos
totalmente maduros apresentam pH de 4,4 ¢ 37 mM de K'. A méxima atividade
da poligalacturonase observada experimentalmente foi medida em condigdes de
pH de 4,5 ¢ 100 mM de K* (Chun & Huber, 1998).

Filgueiras (1996) encontrou, para os tomates hibridos heterozigotos no
loco “alcobaca”, variagao na atividade da PG de 1,60 a 70,01 unidades durante o
amadurecimento. Vilas Boas et al. (2000), também trabalhando com hibridos de
tomate heterozigotos no loco “alcobaga”, obtiveram variacao de 0,14 a 26,53
unidades.

Entretanto, para o maior entendimento do efeito dos acidos hiimicos e
dos substratos organicos na a¢do da PG seriam necessarios mais estudos, visto
que esta enzima ocorre em uma variedade de isoenzimas, com tempos e

substratos especificos de atuagdo.
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4.11 Hemicelulose

Os teores de hemicelulose foram influenciados significativamente apenas
pelas doses de acidos humicos. Conforme os resultados apresentados, a equacao
que melhor se ajusta para os teores de hemicelulose nas diferentes doses de
acidos huimicos ¢ a quadratica (Figura 13).

Observa-se, pelo grafico da Figura 13, que o perccentual médio de
hemicelulose sofre um declinio com um aumento crescente de acidos htimicos, a
partir da dose de 19,83 L.ha. Uma das possiveis causas da redugdo nos valores
médios de hemiceluloses pode ser devido a um aumento das enzimas
responsaveis pela degradacdo hemicelulésica, tais como endo-glucanases, como

a (1— 4) -B-glucanases e a B-galactosidase com atividade de B-galactanase.

10
|

y=-0.000269x + 0.010668x+ 5.590795
R?=0.93
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FIGURA 13 Representagdo grafica da curva e da equagdo de regressdo dos

valores médios de hemicelulose de tomates, em funcdo das doses
de acidos humicos.
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Vilas Boas (1998) encontrou média de 7,84% de hemicelulose, em
tomates heterozigotos no loco “alcobaga”, valor superior ao encontrado no
presente trabalho (5,39%, em média).

As hemiceluloses sao polissacarideos flexiveis constituidos por aglicares
neutros que, caracteristicamente, ligam-se a superficie da celulose e interagem
com as substancias pécticas (Taiz & Zeiger, 2004). De acordo com Fischer &
Bennet (1991), além de oferecer protecdo a estrutura da celulose, as moléculas
de hemicelulose podem também formar ligacdes entre fibrilas adjacentes. Os
mesmos autores afirmam que as mudangas na estrutura hemicelulosica
associadas ao amadurecimento sfo importantes na determinacdo das mudangas
texturais dos frutos, embora as bases bioquimicas do turnover hemiceluldsico

ainda ndo estejam caracterizadas.

4,12 Celulose

O percentual de celulose nos tomates da cultivar Vénus foi influenciado
significativamente apenas pelas doses de acidos himicos. De acordo com os
resultados obtidos, a equagao que justifica a variacdo dos teores de celulose em
funcdo das doses de acidos humicos foi a quadratica (Figura 14). Por meio da
equacdo, observa-se que o percentual de celulose aumenta até a dose de
22,27L.ha™" de acidos hiimicos e, a partir dessa dosagem, observa-se uma queda
nos valores da celulose (Figura 14).

Esta queda no valor de celulose coincide com a queda nos valores de
hemicelulose quando os tomates receberam a aplicacdo de doses de acidos
hamicos superior a 22,27L.ha"". Tal acontecimento pode ser explicado pelo fato
das fibrilas de celulose serem unidas por pontes de hidrogénio responsaveis pela

interacdo da celulose com a hemicelulose (Fry, 1986).
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FIGURA 14 Representagdo grafica da curva e da equagdo de regressdo dos
valores médios de celulose de tomates, em fungdo das doses de
acidos humicos.

De acordo com Saad et al. (1979), a degradacdo de compostos
celuldsicos envolve a ag@o hidrolitica de varias enzimas que catalisam a quebra
das ligacdes glicosidicas B (1—4) entre residuos de D-glucose da molécula de
celulose ou de seus derivados soliveis. Isso requer um complexo celulolitico
envolvendo as enzimas celulase, endoglucanase, exoglucosidase e B-glucosidase.
Babbit et al. (1973) propuseram que, possivelmente, o amaciamento de frutos se
inicie pela acdo de celulases no entrelagamento das microfibrilas, possibilitando
que outras enzimas, inclusive a PG, tenham acesso a seus substratos. Vilas Boas
(1998) encontrou média de 33,41% de celulose nos frutos no estadio de
maturagdo vermelho. No presente estudo, a média de celulose encontrada foi de

51,54%.
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4.13 Poliuronideos

O teor de poliuronideos dos tomates cultivar Vénus foi influenciado
significativamente apenas pelas doses de 4cidos hiimicos. Observou-se que a
equagdo que melhor se ajusta aos valores de poliuronideos de tomates em fungao
das doses crescentes de dcidos hiimicos € a quadratica (Figura 15).

De acordo com os resultados obtidos, houve um aumento no percentual
médio de poliuronideos com a aplica¢do de doses crescentes de acidos humicos.

A reducdo da firmeza dos frutos que geralmente acompanha o
amadurecimento € consequéncia, principalmente, de modificagdes no

metabolismo dos carboidratos que compdem a parede celular, resultando em

modificagdes na sua estrutura.

y=—0.001552x + 0.07816x+ 17.81737
o R®=0.9986

Poliuronideos(%)

©
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FIGURA 15 Representagdo grafica da curva e da equagdo de regressdo dos

valores médios de poliuronideos (%) de tomates, em funcdo das
doses de acidos humicos.
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As alteragdes mais evidentes na composicdo de paredes celulares sdo as
perdas de polimeros de acidos urdnicos e os residuos de aglicares neutros nao
celulosicos (Pressey & Avants, 1982).

O valor médio de poliuronideos do presente trabalho foi de 20,56%,
inferior ao encontrado por Vilas Boas et al. (1998), ao estudar tomates

heterozigotos no loco”alcobaga”.

4.14 Acucares neutros

De acordo com o perfil cromatografico dos agucares neutros da parede
celular, observa-se que a glicose foi o aglcar predominante em todos os
tratamentos, seguida por ramnose, manose, galactose, fucose e arabinose. A
xilose ndo foi determinada devido a falta do padrdo. No entanto, esta deve estar
presente nas amostras.

Vilas Boas (1998) encontrou a xilose como aglcar predominante no
tomate vermelho, seguido pela glicose, manose, galactose, arabinose, ramnose e
fucose.

Arabinose e galactose sdo componentes, principalmente de
polissacarideos pécticos, no entanto, xilose, glicose ¢ manose sdo constituintes
principais da fracdo hemiceluldsica.

Observou-se que os frutos cultivados no S2 e com a aplicagdo de 20 e
40L.ha™' foram os que apresentaram maiores quantidades de agticares neutros
(Tabela 4), o que contribui positivamente para a manutencdo da estrutura da
parede celular. As regides ramificadas, constituidas por aclcares neutros,
possibilitam a ligag@o entre pectina e hemicelulose (Redgwell & Fischer, 2002).

Filgueira (1996), ao trabalhar com hibridos heterozigotos no loco
“alcobaga”, relatou alto coeficiente de correlagdo entre arabinose, galactose e
acido galacturénico ligado a parede, evidenciando a importancia dos dois

acucares neutros para a integridade dos poliuronideos.
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TABELA 4 Valores médios de aglicares neutros da fragdo da parede celular de
tomates submetidos a aplicacdo de acidos humicos e cultivados em
diferentes substratos organicos.

Agucares neutros (g.100g™" PC)

Dose X substrato  Glicose Ramnose Manose Galactose Fucose Arabinose

A0S1 7,12 2,99 1,44 1,00 0,67 0,54
A0S2 6,44 2,93 1,41 1,04 0,65 0,50
A0S3 2,23 3,34 3,85 1,78 0,89 0,57
A0S4 6,07 2,72 1,32 0,85 0,56 0,42
A20S1 4,91 2,86 1,62 1,84 0,80 0,74
A20S82 9,07 3,14 1,90 2,07 0,81 0,83
A2083 6,63 2,66 1,74 1,22 0,78 0,54
A2054 4,49 2,95 1,56 1,50 0,77 0,70
A40S1 4,06 2,80 1,27 1,51 0,68 0,52
A40S2 10,41 5,46 3,75 2,71 1,32 1,54
A4083 2,94 2,69 1,17 1,18 0,59 0,44
A40S4 1,79 2,41 0,56 0,51 0,35 0,13
A80S1 3,60 2,69 1,26 1,03 0,62 0,42
AB0S2 6,92 5,35 2,56 1,91 0,82 0,81
A80S3 2,86 2,63 1,04 0,91 0,51 0,41
AB0S4 6,42 3,21 2,55 2,08 1,06 0,96

A= Doses de acidos humicos nas concentragdes de 0, 20, 40 ¢ 80 L.ha™.

S= substratos organicos (S1=fibra de coco; S2 = fibra de coco + carvao de casca de café
1/3 (v/v); S3 = fibra de coco + carvdo de casca de café 2/3 (v/v); e S4 = carvdo de casca
de caf¢.

Foi verificado aumento nos teores de ramnose e galactose nos frutos
cultivados no S3 sem a aplicacdo de acidos humicos e nos frutos cultivados no
S2 com aplicagdo de 20 ¢ 40L.ha™" de acidos humicos (Tabela 4). De acordo com
Brett & Waldron (1990), frutos que apresentam aumento nos teores de ramnose
e galactose sugerem que as cadeias principais dos polimeros pécticos tornaram-
se mais ramificadas. Tais regides ramificadas possibilitam a ligagdo entre
pectinas e hemiceluloses e dificultam o acesso da poligalacturonase a molécula
péctica (Mangas et al., 1992). No entanto, de acordo com Kim et al. (1987), o

aumento de galactose livre no pericarpo de tomates estimula a sintese de novo
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de ACC-sintase e, consequentemente, a producdo de etileno. Esta producdo de
etileno pode estar contribuindo para um aumento da atividade da
poligalacturonase, consequentemente contribuindo para a redugdo da textura dos
frutos. Foi observada maior atividade da enzima poligalacturonase nos frutos
cultivados no S2 e com a aplicagdo de 40L.ha" de acidos hiimicos (Figura 12).
Frutos cultivados no S4 e com a aplicagdo de 40 L.ha" apresentaram
menor teor de agucares neutros, possivelmente devido a um aumento da
atividade enzimatica da poligalacturonase, visto que, de acordo com Fischer et
al. (1994), as perdas de agucares neutros da parede celular sdo indicativos de um
elevado grau de despolimerizagdo e solubilizagdo das substincias pécticas

(Tabela 4).

4.15 Célcio ligado

O calcio foi influenciado significativamente pela interacdo doses de
acidos huimicos e substratos organicos, quando cultivados no S3.

A equacdo que melhor se ajustou para representar o percentual de calcio
ligado dos tomates cultivados no S3 foi a cubica (Figura 16).

Pelo grafico da Figura 16 ¢ possivel observar que uma dose de acidos
humicos superior a 16,45L.ha” promoveu aumento do percentual médio de
calcio e uma dosagem superior a 60,89L.ha” reduziu o percentual médio de
calcio ligado. Esse aumento nos teores de calcio pode ser atribuido a capacidade
de disponibilizacao de calcio pelos acidos htimicos (Vaughan & Malcolm, 1985)
até determinado nivel. Com a adi¢do da casca de café carbonizada, ocorreu um
aumento da condutividade elétrica (Tabela 2), o que poderd favorecer uma
inibicdo competitiva do Ca com K ou Mg pelo mesmo sitio na membrana
plasmatica, reduzindo a translocagdo de Ca para os frutos.

A média do teor de célcio ligado encontrada no presente estudo foi de
0,60%.
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FIGURA 16 Representacao grafica da curva e da equagdo de regressao dos
valores médios de célcio ligado (%), em fungdo das doses de
acidos hiimicos e do substrato de cultivo.

Sub3 = fibra de coco + casca de café carbonizada 2/3 (v/v).

McMurchie et al. (1972) descreveram que o calcio tem sido reconhecido
como um importante fator no desencadear da maturagdo de frutos e que, em
frutos de tomateiro, o célcio total do pericarpo mantém-se constante ao longo do
desenvolvimento, verificando-se, no entanto, um decréscimo na razdo céalcio
ligado/célcio livre a medida que o amadurecimento se aproxima. Os mesmos
autores afirmam que frutos de mutantes de tomate nos quais esta razao e o teor
total de calcio aumentam acentuadamente durante o desenvolvimento, nunca
amadurecem.

Burns & Pressey (1987) observaram um aumento no teor de calcio
ligado durante a maturacdo de tomate, sugerindo para o ion um papel na
retengdo de polimeros pécticos na estrutura da parede celular em fungdo da

maior rigidez conferida ao tecido vegetal. No presente estudo, observou-se que
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frutos cultivados no S3 com aplicagio de 40L.ha"' apresentaram menor
porcentagem de solubilizagdo e maior percentual de Ca ligado, podendo ser um
indicativo de que o calcio estd contribuindo para reduzir a solubilizagdo das
substancias pécticas do tomateiro cultivar Vénus.

De acordo com os mesmos autores o calcio encontra-se, normalmente,
na parede celular, formando ligacdes entre residuos de acido galacturonico, o
que ¢ responsavel pela unido de cadeias pécticas adjacentes. O complexo célcio-
pectina atua como um cimento, fornecendo firmeza ao tecido. De acordo com os
mesmos autores, a presenga de calcio em adicdo a insolubilidade do material
péctico inibe a degradagdo dos tecidos pela poligalacturonase (Burns & Pressey,

1987).
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5 CONCLUSOES

A fibra de coco apresenta resultados significativamente superiores aos
dos demais substratos, com relacdo a produgdo de frutos grandes, produgao total
e comercial.

Os 4cidos humicos ndo interferiram nos atributos de qualidade, s6lidos
soluveis totais, acidez titulavel, relagdo SS/ATT, valores de L* e a* e teores de
betacaroteno.

Aplicacdes de 4cidos humicos de 80 L.ha” promoveram redugio na
atividade da pectinametilesterase, poligalacturonase, concentracdo de calcio
ligado e concentragdo de poliuronideos.

Doses crescentes de acidos humicos reduziram os teores de celulose e
hemicelulose.

Frutos cultivados na fibra de coco apresentaram aumento na sua firmeza
e reducdo da porcentagem de solubilizacdo com a aplicacdo de doses crescentes

de acidos humicos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Fazem-se necessarios novos estudos com a aplicagdo de acidos htimicos
nas diversas culturas, visando avaliar seu potencial efeito na estrutura da parede
celular e, assim, servir como base de dados para que se possa comparar 0S
resultados e confirmar sua ac¢do. Essas informacdes serdo importantes para o
sistema de producdo do tomateiro, tendo em vista a melhoria da produtividade e,

especialmente, oferecendo ao consumidor um produto com maior vida util.
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