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RESUMO

CORREA, Savio Figueira; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, fevereiro de 2010; Estudo do efeito da atmosfera modificada sobre frutos
tropicais utilizando a espectroscopia fotoacustica e técnicas convencionais; Prof.
Orientador Marcelo Gomes da Silva, Prof. Co-orientador Jurandi Gongalves de

Oliveira.

No Brasil, a fruticultura € uma importante atividade econdémica e social. Essa
atividade é de grande importancia nas regides rurais, evitando uma emigracéo de
pessoas do campo para os grandes centros, onde a condigdo de vida é mais dificil.
Junto a producdo dos frutos, os estudos em pés-colheita tém importante papel no
sentido de garantir bons produtos para os consumidores. Neste contexto, o trabalho
trata da aplicacdo de técnicas fototérmicas, como a espectroscopia fotoacustica, no
estudo das taxas de emissdes de etileno e de didxido de carbono em frutos tropicais,
como abacate, maracuja e mamao (Carica papaya L.), submetidos a diferentes
atmosferas modificadas. Esta técnica se baseia na deteccdo de ondas mecanicas de
pressao, gerados pelo decaimento nao-radiativo do material, apds a sua excitagao
por luz modulada. Na primeira parte deste trabalho foi apresentado um novo
espectrémetro fotoacustico utilizando modulagdao em comprimento de onda em um
laser de cascata quantica para avaliagao da taxa de emissao de etileno em frutos de
abacate. Na segunda parte foram avaliadas as taxas de emissdes de etileno e de
diéxido de carbono de frutos de maracuja amarelo submetidos a diferentes
atmosferas modificadas (1: 100% de N2 e 0% de Oy; 2: 97% de Nz e 3% de Oy; 3:
94% de N, e 6% de O3). Na terceira parte estudou-se o estresse de frutos de mamao
submetidos a atmosfera modificada com ozénio analisando a variagdo da taxa de
emissao de etileno e de dioxido de carbono e o efeito sobre as cascas dos mesmos
(coloragdo e fluorescéncia). Os resultados mostraram que a espectroscopia
fotoacustica € uma excelente ferramenta para analise de sistemas biologicos em

situacdes de estresse.
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ABSTRACT

CORREA, Savio Figueira; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, fevereiro de 2010; Estudo do efeito da atmosfera modificada sobre frutos
tropicais utilizando a espectroscopia fotoacustica e técnicas convencionais; Prof.
Orientador Marcelo Gomes da Silva, Prof. Co-orientador Jurandi Gongalves de

Oliveira.

In Brazil, the fruit crop is an important economical and social activity. This
activity has great relevance to rural regions for avoiding people emigration from the
field into big centers, where the life condition is worse for those people. Together
with, next to the production of fruits, the postharvest studies have an important role,
in a way to guarantee good products for the consumers. Keeping in mind this point of
view, this work is concerned with the application of photoacoustic spectroscopy in the
study of ethylene end carbon dioxide emissions tropical frit, in such as avocado,
passion fruit and papaya (Carica papaya L.), put under condition of different modified
atmospheres. This technique is based on the detection of mechanical pressure
waves, which are produced by no-radiative decay of the material, after its excitation
by modulated light. In the first part of this work was presented a new photoacoustic
spectrometer making use of wavelength modulated mode for a quantum cascade
laser to assess the rate of ethylene production in fruits of avocado. In the second part
of this work, we evaluate the emission rates of ethylene and carbon dioxide from
yellow passion fruit put under condition different modified atmospheres conditions(1:
100% de N2 e 0% de Oy; 2: 97% de Ny e 3% de Oy; 3: 94% de N2 e 6% de Oy). In the
third part of this work, a study on the stress of papaya fruit submitted to a modified
atmosphere with ozone was made with analysis of variation in the rate of ethylene
production and carbon dioxide and the effect on the skins of the same (color and
fluorescence). The results showed that photoacoustic spectroscopy is an excellent

tool for analysis of biological systems under stress.
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CAPITULO 1

1. Introducgao

Na agricultura, como na producgao de frutos, faz-se necessario o uso da
tecnologia exigindo constante reciclagem do conhecimento para atender as
exigéncias do mercado produtor, que se torna cada vez mais competitivo e
exigente. Obviamente, para o fruticultor o objetivo é obter uma fruta de
qualidade com maior facilidade de comercializacao e melhores precos.

Os frutos sao de fundamental importancia na alimentagao humana e seu
mercado se torna cada vez mais abrangente no mundo. O habito de poder
consumir um fruto ao pé da planta fica cada vez mais distante de grande parte
da populacdo que tem acesso ao fruto somente através do mercado e assim
desconhece a quantidade de técnicas aplicadas na cultura da mesma, por
exemplo, as praticas de armazenamento que visam a manutencdo da
qualidade por um maior periodo (Abbott, 1999). A fruticultura, uma das
principais atividades sécio-econémicas da agricultura, € uma excelente opg¢ao
na geragdo de produtos rurais, proporcionando a valorizagdo da terra, uma
reducao do fluxo migratério do meio rural para o meio urbano com o aumento
na geracao de emprego e renda no campo (Kluge et al., 2002). Neste contexto,

a Fisica vem auxiliar na montagem de novas técnicas para o monitoramente de



frutos na fase pds-colheita, como o uso de espectrémetros fotoacusticos no
monitoramento da taxa de emissé&o de etileno em frutos.

A Espectroscopia Fotoacustica pertence a um grupo de técnicas
fototérmicas que se baseiam na conversdo de energia Optica absorvida em
calor. Nas ultimas décadas as técnicas fototérmicas tém alcangado um grande
desenvolvimento na caracterizacdo de propriedades térmicas, Opticas,
estruturais, qualitativa e quantitativa de diferentes materiais e meios bioldgicos.
As técnicas fototérmicas vém sendo aplicadas ndo somente em fisica como
também em areas da ciéncia como: quimica, biologia, medicina, agronomia e
engenharias (Vargas e Miranda, 2003).

Atualmente, nos estudos das ciéncias agrarias ha uma significativa
participacdo da fisica. Em funcdo do desenvolvimento de técnicas bem
especificas, como a fotoacustica, tornou-se viavel, por exemplo, o
monitoramento em tempo real da quantidade de etileno emitida por um fruto
(da Silva et al., 2001; Azevedo et al.. 2008; Souza et al., 2009). Além da
Espectroscopia Fotoacustica ter um carater ndo destrutivo, permitindo estudos
in vivo de frutos durante toda sua fase de amadurecimento, possui a vantagem
de ser seletiva a espécie quimica gasosa de interesse e, para alguns casos,
permite a detecgdo de concentracdes muito baixas em niveis de partes por
trilhdo (ppt) (Persijn, 2001).

Durante a pds-colheita boa parte da producéo de frutos é perdida devido
a agdes patogénicas e a fatores fisicos, tais como variagdo de temperatura e
injurias (Martins e Costa, 2003), representando uma menor vida util dos frutos,
chegando muitos a serem perdidos ja durante o transporte.

Outro grande problema que afeta a produgédo agricola se refere a
poluicdo atmosférica. Estando na lista dos principais poluentes, o ozénio
troposférico € responsavel por gerar danos em plantas, deixando-as mais
sensiveis a estresses ambientais, tais como seca, calor excessivo, ataque de
pragas, que resultam em perdas consideraveis a atividade agropecuaria
(Martins e Rodrigues, 2001).

No Capitulo 2 serdo apresentados os objetivos da presente Tese de
doutorado. No Capitulo 3, encontra-se a revisdo bibliografica, com as
consideragodes relevantes da espectroscopia fotoacustica, do efeito fotoacustico

e das aplicagbes da fotoacustica na detecgcdo de etileno. Serdo abordados
2



conceitos de ciclo metabdlico de etileno, respiracao e fotossintese. Serao
descritas as caracteristicas fisiolégicas e comerciais das amostras em estudos
(abacate, maracuja e mamao). Conceitos de atmosfera controlada e atmosfera
modificada também serdo abordados. Por fim, sera apresentado o efeito
oxidante do ozbnio sobre as plantas. No Capitulo 4 serdo apresentados
montagem e testes de um novo espectrémetro fotoacustico compacto para
deteccao de etileno em sistemas bioldgicos. No Capitulo 5 serdo apresentados
os resultados referentes a aplicacdo do espectrometro fotoacustico no
monitoramento da taxa de emissdo de etileno em frutos de maracuja amarelo
submetidos a diferentes tipos de atmosfera modificada sob condigdes de
estresse. No Capitulo 6 serdo apresentados os resultados do estresse
intensificado pela presengca de ozdnio em frutos de mamao. No Capitulo 7
serao apresentadas as conclusdes da Tese. No final do texto encontram-se
trés apéndices: A) Escala de classificagdo de mamao de acordo com a
coloragcao da casca; B) descricdo do método de separacdo de fase para
espectroscopia fotoacustica de absor¢ao; C) determinagcdo das curvas de
calibragcao entre os parametros de cor do espaco Hunter e a concentragao de

pigmentos fotossintéticos extraidos da casca do mamao.
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CAPITULO 2

2. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho €& de contribuir para a criagcédo e
desenvolvimento de técnicas que possibilitem estudar e monitorar gases em
sistemas bioldgicos, como em frutos tropicais em ambientes de estresse, como
a emissao de etileno e dioxido de carbono.

Neste contexto, o presente trabalho tem os seguintes objetivos
especificos:

e testar um novo espectrdmetro fotoacustico utilizando modulagdo em
comprimento de onda em um laser de cascata quantica para avaliagao da
taxa de emisséo de etileno em frutos do abacateiro;

e avaliar as taxas de emissdes de etileno e de didéxido de carbono de frutos
de maracujazeiro amarelo submetidos a diferentes atmosferas modificadas;

e estudar o estresse de frutos de mamoeiro submetidos a atmosfera
modificada com o0zbnio analisando a variagao da taxa de emissao de etileno
e de diéxido de carbono e o efeito sobre a concentragao e a atividade dos

pigmentos cloroplastidicos da casca dos mesmos.



CAPITULO 3

3. Revisao bibliografica

No presente capitulo serdo abordados temas bibliograficos relevantes
para o desenvolvimento da presente Tese, tais como os conceitos do efeito
fotoacustico e da espectroscopia fotoacustica. Também sera apresentado uma
revisdo do processo bioquimico de produgao de etileno, respiracao e
fotossintese, caracteristicas da fisiologia pds-colheita do maracuja, do abacate
e do mamao, atmosfera controlada e modificada e o efeito do ozénio sobre as

plantas.

3.1. Fotoacustica

A Espectroscopia Fotoacustica é uma técnica que deriva da interacdo da
radiacdo eletromagnética com a matéria através de um fendmeno conhecido
como efeito fotoacustico. A primeira noticia do efeito fotoacustico, que é o mais
antigo entre os fendbmenos fototérmicos, data de 1880. Este fendmeno foi
descoberto por Alexander G. Bell em suas experiéncias com o fotofone
(Almond e Patel, 1996). O efeito fotoacustico foi redescoberto no inicio da
década de 70 com o aparecimento do laser, e o desenvolvimento da eletronica,

como novos microfones e amplificadores. Com o surgimento do modelo RG,
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conhecido como a teoria de Rosencwaig e Gersho (Rosencwaig,1980; Almond
e Patel, 1996), na década de 70, descreveu-se o efeito fotoacustico e o
conceito de ondas térmicas, conduzindo a um numero extraordinariamente
grande de novos esquemas experimentais de detecgdo com varias aplicagdes
(Sigrist, 1994; Miklos e Hess, 2000; Sigrist et al., 2001; Vargas e Miranda;
2003).

As primeiras analises gasosas utilizando a espectroscopia fotoacustica
foram realizadas por Viengerov (1938) e posteriormente por Luft (1943),
permitindo a andlise de gases com concentragdes na faixa de ppm (parte por
milh&o) (Sigrist, 1994). A teoria da geracao e deteccéo fotoacustica de gases
foi esbogada principalmente por Kerr, Atwood e Kreuzer citados por Sigrist
(1994). Desde entéo, os aspectos do efeito fotoacustico tém sido revisados por
diversos autores (Meyer e Sigrist, 1990; Miklés e Hess, 2000; Sigrist et al.,
2001; Thony e Sigrist, 2001; Vargas e Miranda; 2003).

Um sistema fototérmico € constituido basicamente por quatro
componentes: uma fonte de excitagdo, um modulador, um detector e um
processador de sinal. Para produzir a excitagao, podem ser utilizadas fontes de
radiacdo incoerentes, como l|admpadas de arco-voltaico e lampadas de
filamentos metalico e/ou cerdmico; ou coerentes, como lasers de CO,, de CO,
de hélio-nednio, de argbnio, entre outros. O modulador pode ser mecanico,
utilizando um disco circular com furos; elétrica direta, onde um circuito altera
diretamente a corrente do laser; ou modulagdo por um componente eletro-
Optico, onde o feixe de laser passa por um cristal ndo-linear que funciona como
um polarizador onde é aplicado um campo elétrico modulado. O nome da
técnica de detecgdo depende, geralmente, do tipo de detector. Por exemplo,
quando um microfone € utilizado a técnica é denominada fotoacustica.

Para o processamento do sinal necessita-se de um sistema que permita
extrair dados de qualidade, otimizando a relagéao sinal-ruido. Geralmente um
amplificador “Lock-in” é utilizado, fornecendo um sinal vetorial de saida que
contém a amplitude e a fase do sinal fototérmico em relagdo a uma freqiéncia
de referéncia (Miklés et al., 2001).

A ciéncia fototérmica abrange uma vasta quantidade de técnicas e
fendbmenos que se baseiam na conversado da energia de excitagdao em calor. A

onda eletromagnética incidente sobre a amostra interage com seus atomos ou
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moléculas excitando estados elétricos ou vibracionais (Almold e Patel, 1996). O
decaimento para o estado fundamental envolve uma série de emissdes
radiativas e nao radiativas (Figura 3.1). Os decaimentos nao radiativos
resultam, geralmente, em um aquecimento do material.

Assim esse processo de aquecimento, denominado de efeito
fototérmico, é a base de diferentes técnicas. Entre as técnicas fototérmicas,
pode-se acentuar a espectroscopia fotoacustica, primeira da familia das
técnicas fototérmicas; consistindo-se na geragcdo de um sinal acustico dentro
de uma camara fechada (célula fotoacustica) devido a absor¢cédo de radiagao
modulada (ou pulsada) por uma amostra colocada no interior célula. A
absorgdo da radiagdo modulada causa um aquecimento periddico da amostra
(Rosencwaig,1980; Haisch e Niessner, 2002). O aquecimento periddico causa,
por sua vez, uma expansao local do volume que passa a ser tratada como uma
onda de pressao com intensidade proporcional a quantidade de amostra. Por
fim, utilizando um microfone bastante sensivel no interior da célula, é possivel
detectar a onda mecénica gerada no processo fotoacustico. A Figura 3.1

resume as etapas pelas quais o gas passa até a detecgao das ondas acusticas.
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Figura 3.1 — Diagrama dos processos fisicos que ocorrem no gas, a comegar
pela excitacdo e terminando na detecgdo do som por microfones (Shimid,
2006).

De acordo com o tipo de amostra a ser analisada, usa-se determinado
tipo de célula. Por exemplo, no caso de andlise de materiais sélidos, a célula
fotoacustica aberta (OPC) é muito empregada, possibilitando a caracterizagao

de propriedades termofisicas intrinsecas dos materiais de maneira muito eficaz



(Marquezini et al., 1991). Na analise de gases, utiliza-se em particular células
fotoacusticas ressonantes. A célula fotoacustica ressonante € projetada de
modo a garantir alta sensibilidade, rapida resposta e baixos niveis de ruidos
eletrénicos e acusticos, estes provocados pelo fluxo de gas (Bijnen et al., 1996;
Nagele e Sigrist, 2000; Miklos et al., 2001; Sgrist et al., 2001; Persinjn et al.,
2002).

Uma grande aplicagédo da espectroscopia fotoacustica de gases € a
medicao da taxa de emissao de etileno e de CO, em 6rgéos vegetais. Para tais
aplicagdes, tém-se utilizado como fonte de radiagéo a luz laser de CO; e de CO
(Oomens et al., 1998; da Silva et al., 2001; Persijn, 2001). Sdo encontrados na
literatura trabalhos sobre o comportamento da taxa de emisséo de etileno e
CO, em frutos como tomate, péra, magéa e cereja (de Vries, 1994; de Vries et
al., 1995; de Vries et al., 1996; Zuckermann et al., 1997). Também é
encontrado na literatura trabalhos que utilizam a espectroscopia fotoacustica na
analise respiratoria e na taxa de emissao de etileno em sementes de feijao
germinadas em solugdes de insulina (Baptista-Filho et al., 2005).

Deve-se destacar também estudos realizados na area de pds-colheita,
por exemplo, o efeito do tratamento térmico nas taxas de emisséao de etileno e
de diéxido de carbono na espécie Carica papaya L., durante a fase de
amadurecimento do fruto. O tratamento térmico € uma exigéncia do mercado
externo, onde o mamao é submetido a um tratamento térmico a partir de sua
imersdo em agua quente (49° C), e posteriormente, em agua fria (12° C) para
eliminar a infestacdo de larvas de mosca-das-frutas, controle de antracnose e
podriddo peduncular. Este tratamento pode apresentar uma redugao do “tempo
de prateleira” dos frutos, na antecipagédo da ocorréncia do pico climatérico (da
Silva et al., 2003). Outro aspecto importante é a influéncia do etileno na
qualidade fisiolégica de sementes de mamao (da Silva et al., 2004a). A fim de
reduzir o efeito autocatalitico durante o amadurecimento de mamé&o, tem sido
utiizado o permanganato de potassio (KMnO4), que € um absorvedor de
etileno. O monitoramento da taxa de emissdo de etileno, através da
espectroscopia fotoacustica, em frutos de mamao expostos ao permanganato
de potassio mostra resultados importantes para possiveis aplicagcbes em

atmosfera modificada (Corréa et al., 2005).
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3.2. Ciclo do etileno

O etileno € um hormdnio gasoso existente em plantas. Este hormdnio
tem como precursor primario o aminoacido metionina, como intermediario o
SAM (S-adenosilmetionina) e como precursor imediato o ACC (acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico) (Abeles et al., 1992). A etapa que converte o
ACC em etileno é catalizada pela enzima ACC oxidase. O aumento na
producdo de etileno na fase climatérica ocorre porque a ACC oxidase é
ativada, havendo conversdo do ACC em etileno. Este etileno produzido, por
sua vez, induz uma maior atividade da sintese de ACC, caracterizando, assim,
a producgdo autocatalitica de etileno, caracteristica nos frutos climatéricos. A
maior producgdo de etileno deve-se também a reciclagem da metionina durante
o periodo climatérico através do ciclo de Yang (Yang e Hoffman, 1984) (Figura
3.2). Esta reciclagem contribui contribuir para um aumento na produgédo de
etileno (Abeles et al., 1992).
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Figura 3.2 — Rota da biossintese do etileno e o ciclo de regeneragdo da
metionina (Abeles et al., 1992).
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O etileno esta presente em muitos 6rgaos dos vegetais superiores,
sendo a sua concentracdo dependendo do estadio de desenvolvimento da
planta. O etileno regula o amadurecimento de frutos e também esta associado
a processos como a senescéncia e abscisdo de frutos e flores,
desenvolvimento de pélos radiculares, crescimento de plantulas e a abertura de
gancho plumular. O etileno também regula a expressao de varios genes,
incluindo aqueles relacionados ao amadurecimento e a defesa de patdégenos
(Lieberman, 1979; Kende, 1993).

3.3. Respiracao

A respiracéo é o principal processo fisiolégico que ocorre apds a colheita
de frutos. A respiragdo consiste na decomposicdo oxidativa de substancias
complexas presentes nas células, como polissacarideos (amido), agucares
simples (glicose e frutose), acidos organicos, proteinas e lipideos em moléculas
simples, CO; e H,0O, com produgao de energia (Taiz e Zeiger, 2006).

O tipo e a intensidade de atividade fisiolégica pds-colheita determinam,
em grande extensao, a longevidade do fruto durante o armazenamento na
etapa pds-colheita. As mudancas quimicas, apés a colheita dos frutos sao
direta ou indiretamente relacionadas com atividades oxidativas e fermentativas,
designadas como oxidagdes bioldgicas (Kluge et al., 2002).

Um fator determinante na longevidade do fruto na fase pés-colheita € o
tipo ou padrdo respiratério apresentado por esse. Os frutos podem ser
classificados como climatéricos ou nao climatéricos em fungdo do padrao
respiratorio. Os frutos climatéricos sdo aqueles que apresentam, em
determinada etapa do seu desenvolvimento, um aumento rapido e acentuado
na atividade respiratéria, com amadurecimento imediato. Podem amadurecer
na planta ou fora dela, se colhidos apds a maturidade fisiolégica. Os frutos nao
climatéricos apresentam atividade respiratoria relativamente baixa, com ligeiro
declinio apdés a colheita. Esses frutos ndo sado capazes de completar o
processo de amadurecimento, mesmo sendo colhidos maduros
fisiologicamente, devendo se colhidos quando atingir a maxima qualidade na

planta. Apdés a colheita, o fruto apresenta um metabolismo independente da
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planta mae e usa, como substrato para suas fungdes vitais, as reservas

acumuladas durante seu desenvolvimento (Wachowicz e Carvalho, 2002).

3.4. Fotossintese

A etimologia da palavra fotossintese significa “sintese através da luz”. A
fotossintese é o Unico processo biolégico capaz de captar a luz solar e
converté-la em outras formas de energia com a relevancia para o balango de
carbono na atmosfera. A fotossintese envolve basicamente a captacao da luz
solar, a oxidacdo da molécula da agua com a concomitante liberacdo de
oxigénio e a reducdo de dioxido de carbono atmosférico em compostos
organicos, especialmente carboidratos (Taiz e Zeiger, 2006).

Todas as plantas superiores e algas, juntamente com certas espécies de
bactérias, sdo capazes de converter energia luminosa em energia quimica por
meio da fotossintese. O tecido fotossintético mais ativo das plantas superiores
€ o mesofilo. As células do mesofilo possuem muitos cloroplastos, os quais
contém os pigmentos verdes especializados na absorg¢ao da luz, as clorofilas.
Os cloroplastos constituem a unidade funcional do processo de fotossintese,
constituida por uma membrana dupla de natureza protéica que circunda uma
matriz fluida rica em enzimas, o estroma. A membrana pode sofrer
invaginagdes para a regiao interna do cloroplasto, dando origem aos tilacoides,
que contém os centros de reagdo, os complexos pigmentos-proteinas do
sistema antena e a maior parte das enzimas carregadoras de elétrons
(Wachowicz e Carvalho, 2002).

As clorofilas, os carotendides e as bacterioclorofilas (pigmentos
encontrados em algumas bactérias) sdo os pigmentos tipicos dos organismos
fotossintéticos. As clorofilas a e b sdo abundantes nas cores verdes. A clorofila
a apresenta picos maximos de absorgdo aos 665 nm e 465 nm, enquanto a
clorofila b apresenta picos maximos de absor¢cao aos 642 nm e 453 nm devido.
Os carotendides imprimem uma coloragao alaranjada, pois possuem bandas de
absorgao na regiao dos 400 nm a 500 nm (Taiz e Zeiger, 2006).

A fotossintese pode ser didaticamente dividida em duas fases distintas.

A fotoquimica, responsavel pela produgdo de compostos ricos em energia e a
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fase bioquimica, responsavel pela incorporacdo do CO, proveniente da
atmosfera em compostos organicos (Kluge et al., 2002).

O primeiro evento que ocorre na fase fotoquimica da fotossintese é a
captacdo de energia solar por pigmentos. Uma parte da energia luminosa
absorvida pelas clorofilas e carotenodides € armazenada na forma de energia
bioquimica por meio de compostos ricos em energia como ATP (adenosina
trifosfato) e o NADPH,, (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido). A
conversao de energia luminosa em energia quimica € um processo complexo
que depende da cooperagao de um grande numero de pigmentos e um grande
numero de proteinas que realizam a transferéncia de elétrons. A maior parte
dos pigmentos funciona como um sistema antena, captando energia luminosa e
transferindo esta parte para um centro de reagao onde ocorrem reacgdes
quimicas que resultam na formacdo de compostos ricos em energia
(Wachowicz e Carvalho, 2002).

Os centros de reagdes e a maior parte dos complexos antena sao
compostos integrais dos complexos fotossistema | (PSI) e fotossistema Il
(PSII). O fotossistema | absorve preferencialmente luz na faixa do vermelho-
distante com comprimento de onda préximo de 700 nm; o fotossistema Il
absorve preferencialmente a luz na faixa do vermelho com comprimento de
onde de 680 nm e € muito fracamente estimulado pelo vermelho-distante (Taiz
e Zeiger, 2006).

A fase escura da fotossintese é caracterizada por reagcdes bioquimicas
dependentes da temperatura e de concentra¢cdes endogenas de CO,. A fase
bioquimica emprega poder redutor na forma de NADPH; e energia quimica na
forma de ATP para reducdo de CO, atmosférico. O NADP reduzido, assim
como o ATP, requeridos pela fase bioquimica, sdo gerados pela fase
fotoquimica. As reagdes bioquimicas responsaveis pela fixacdo do CO, sdo
catalisadas por enzimas hidrossoluveis encontradas no estroma (Kluge et al.,
2002).

A produgao de energia pela fotossintese e sua utilizagdo pelo processo
respiratorio sdo eventos primordiais do metabolismo vegetal. Na fase pos-
colheita de frutos, a fotossintese torna-se limitada (mas presente) e os 6rgaos
de armazenamento, se maturos, utilizam suas reservas metabdlicas para a

manutengao das reagdes de sintese (Wachowicz e Carvalho, 2002).
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3.4.1. Emissao da fluorescéncia da Clorofila a

As moléculas de clorofila absorvem a energia luminosa (fétons) e
alteram temporariamente as suas configuragbes eletrénicas de um estado
basal para um estado de mais alta energia muito mais instavel e de vida curta
(aproximadamente de 8 a 10 nanosegundos). Essas moléculas tendem a
dissipar a energia recebida por meio de algumas vias como:

e Dissipagcdo Fotoquimica: utilizagdo da energia luminosa para os
processos fotoquimicos (doagao do elétron proveniente da molécula de
agua para um aceptor oxidado denominado NADP® - Nicotinamida
adenina dinucleotidio fosfato oxidado);

e Dissipagcdo Néo-Fotoquimica: produgdo de calor na forma de radiagéao
infravermelha;

e Fluorescéncia: emissao de radiacdo na regido do visivel (vermelho)
(Maxweel e Johnson, 2000);

e Interconversées: transferéncia de energia entre as moléculas dos
pigmentos por ressonancia.

A fluorescéncia emitida pelas clorofilas do complexo antena do PSII
pode ser dividida em dois componentes constantes e um variavel. Os
componentes constantes sao a fluorescéncia minima (Fo), medida quando
todos os centros de reacdo estdo abertos e a fluorescéncia maxima (Fy),
medida quando todos os centros de reagcdo estdo fechados (ambas em
adaptacgao ao escuro). O componente variavel é a fluorescéncia variavel (F,), a
qual é determinada pelo estado do centro de reagao, e € definida como a
diferenca entre F, e Fo. Através destes componentes é possivel ainda
determinar o rendimento quantico do PSII, dado pela razdo F./Fn, a qual
expressa a capacidade do sistema de converter a energia luminosa em energia
quimica (Van Kooten e Snel, 1990).

As variaveis acima descritas podem ser medidas utilizando-se técnicas
de fluorescéncia modulada. Tais técnicas fornecem informacbdes dos
transientes que ocorre, na escala de segundos, consistindo em aplicar um feixe
de luz modulada de baixa intensidade para excitar as moléculas de clorofila a

do PSII. A fluorescéncia induzida por esta luz é seletiva, sendo detectada
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através de um sistema de detecgdo por resolucao de fase. A fluorescéncia
detectada quando somente a luz modulada de baixa intensidade é aplicada,
corresponde a Fo. Para determinar Fp, aplica-se um pulso de luz de alta
intensidade, ou seja, um pulso de luz saturada, de forma que todos os centros

de reacao sejam fechados (Maxweel e Johnson, 2000).

3.5. Caracteristicas fisiologicas das amostras estudas

3.5.1. Abacate

O abacateiro é uma planta da familia Laureacae originario da América
tropical, tendo como centro de origem o México e a América Central. Seu
cultivo se estende em quase todas as zonas tropicais e subtropicais, porém,
seu cultivo tem importancia econémico apenas no Brasil, Estados Unidos da
América, Africa do Sul, Havai, Australia e Israel (Gomes, 2007). O abacateiro
chegou ao Brasil em 1809 através da Guiana Francesa, mas s6 teve uma
importancia econémica a partir de 1920 com a introdugao de variedades vindas
dos Estados Unidos. Em 2007, a producdo de abacate foi de 154.096
toneladas em todo o Brasil. Os estados que obtiveram maior produ¢cado naquele
ano foram Sao Paulo, Minas Gerais e Parana, respectivamente (IBRAF, 2009).

Pertencente ao género Perseae, duas espécies mais cultivadas séo as
Persea americana Mill e Persea americana var. drymifolia. Entre as variedades
mais cultivadas destacam-se: Pollock, Linda, Wagner, Collinson, Prince,
Simmonds, Fortuna, Quintal e Fuerte. A Fuerte € muito cultivada nos Estados
Unidos e lIsrael, sendo este o principal fornecedor de abacate para o mercado

consumidor europeu (Simé&o, 1998). A Figura 3.3 mostra foto de abacates.
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Figura 3.3 — Foto de quatro amostras de abacate.

O fruto do abacateiro é uma drupa exibindo grande variagdo na forma,
no tamanho e na cor. Em relagdo a forma podem ser arredondados, oblongos,
obovados, piriformes e ovolados. A cor da casca pode variar de verde-claro,
verde, verde-escuro, verde-pardo a avermelhado ou arroxeado. A casca pode
ser fina e delicada como também pode ser espessa e lenhosa. A polpa tem
consisténcia amanteigada, de cor verde creme, envolvendo uma semente
grande. A polpa apresenta teor entre 5 e 25% de o6leo, dependendo da
espécie. E potencialmente rica em sais minerais, com contetdo elevado de
proteinas e teor variavel de vitaminas, sendo as mais importantes as do
complexo B, as vitaminas A e E, e com baixo teor de vitamina C (Tongo et al.,
2004).

3.5.2. Maracuja

O maracuja, do tupi mara kuya, que significa “fruto que se serve em

cuia”, € um fruto pertencente a familia Passifloraceae que esta largamente
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distribuida pelas regides tropicais. A maioria das 530 espécies catalogadas tem
como origem a América Tropical, sendo o Brasil um dos principais centros de
diversidade genética dessa familia, contando com mais de 150 espécies
nativas. O género com maior numero de espécies e com 0 maior numero de
espécies cultivadas no mundo é o Passiflora (Nascimento et al., 1999).

A espécie mais cultivada e comercializada no Brasil € o maracuja
amarelo (Passiflora edulis), também conhecido como maracuja azedo (Figura
3.4). Essa espécie é amplamente consumida em todo o pais, devido a sua
qualidade na producdo de suco acido, de coloracdo amarelada, rico em
vitaminas, minerais e fibras, sendo bastante apreciado pelo sabor e aroma
agradavel. Além dos frutos serem bastante comercializado in natura, também
tem um alto valor comercial para processamento, para preparo de refrescos,
sorvetes e conservantes e é também utilizado na industria de cosméticos

(Durigan et al., 2004).

Figura 3.4 — Foto do maracuja amarelo.
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O Brasil € um dos maiores exportadores de maracuja. O Brasil junto com
Coldbmbia, Equador e Peru sao responsaveis por 90% da exportagdo de suco
concentrado. Segundo o IBRAF (2009), a producdo de maracuja amarelo no
Brasil foi de 664.286 toneladas em 2007. Podendo, porém, ter sido considerado
o0 numero total de frutos maior ainda, uma vez que é dificil contabilizar o total
de frutos devido ao fato da producgao estar ligada a pequenas propriedades
(Gomes, 2007).

Devido as boas condigdes de plantio nas regides tropicais e subtropicais,
que favorecem o desenvolvimento do fruto, a cultura do maracujazeiro amarelo
€ explorada comercialmente de Norte a Sul no territério brasileiro. Isso
representa 95% da produgéo desta espécie no Brasil, enquanto os demais 5%
sdo destinados as espécies de maracuja roxo e maracuja doce (Bernacci et al.,
2003).

O fruto do maracujazeiro amarelo é uma baga, de formato que varia
entre ovalado e redondo, com uma grande variagcdo de tamanho. A casca do
maracuja amarelo tem a textura coreacea, e durante o amadurecimento sofre
mudanca de cor verde para amarela (Cunha et al., 2004). Esta espécie possui
cerca de 200 a 300 sementes recobertas pelo arilo carnoso, onde se encontra
retido um suco amarelo, aromatico e nutritivo (Ruggiero et al., 1996). Sua polpa
€ constituida por carboidratos, proteinas, lipidios, minerais e vitaminas.
Destacam-se entre os minerais o calcio, o fosforo, e o ferro. Entre as vitaminas,
pode-se destacar o retinol, a tiamina, a riboflavina, a niacina e o acido L-

ascorbico (Nascimento et al., 1999).

3.5.3. Mamao

O mamoeiro pertence a classe Dicotyledoneae, subclasse
Archichlamydeae, ordem Vidales, subordem Caricineae, familia Caricaceae e
género Carica. A familia Caricaceae possui cinco géneros e 34 espécies,
nativas da zona neotropical, excetuando-se apenas duas da Africa Equatorial.
O género Carica possui duas segobes: segao Carica (C. papaya L.) e secao
Vasconcella (Martins e Costa, 2003).

Dentro do género Carica, a espécie C. papaya L. € a unica conhecida

comercialmente. Entretanto, algumas outras espécies possuem caracteristicas
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valiosas, que poderiam ser uteis em programas de melhoramento genético de
mamoeiro da espécie C. papaya L (Lobo e Cano, 1998).

Conforme o tamanho e a origem dos frutos, as plantas hermafroditas
podem ser classificadas em dois grupos distintos, o grupo Solo e o grupo
Formosa. Os gendtipos que tém sido mais utilizados nas regides produtoras no
pais sao: Sunrise Solo, Improved Sunrise Solo (ISS) Line 72/12, Baixinho de
Santa Amalia, Golden e Taiwan do grupo Solo; Tainung n° 1 do grupo Formosa
e o hibrido UENF/Caliman 01 (Martins e Costa, 2003; da Silva et al., 2007).

A cv. Golden é proveniente da selecido massal de plantas, realizadas em
campos de producdo de ‘Sunrise Solo’. Possui fruto hemarfrodita de formato
piriforme, cor da polpa rosa-salmao, cavidade interna estrelada, casca lisa,
tamanho uniforme, com peso médio de 450 g e excelente aspecto visual
(Martins e Costa, 2003). No estadio verde apresenta cor da casca verde mais
claro que a variedade que Ihe deu origem. Tem boa aceitagdo no mercado
internacional, porém com o teor de sdlidos soluveis dos frutos e produtividade
inferiores ao ‘Sunrise Solo’ (Lobo e Cano, 1998).

A figura 3.5 mostra o exemplo de um mamao cv. Golden no estadio 0

(de acordo com a tabela apresentada no apéndice C) de amadurecimento.
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Figura 3.5 — Foto de mamao cv. Golden no estadio 0 de maturagéo.

O mamao é cultivado em todos os Estados da Federagdo. Na regido
Sudeste e no sul da Bahia a cultura apresenta um rendimento muito elevado e
€ assim considerada a regido de maior produgao de fruto por area. Destaca-se
nesta regido o rendimento das lavouras do Estado do Espirito Santo nos
municipios de Pinheiros como o maior produtor de mamao Formosa e Linhares
com o mamao Solo. Uma das razbes da alta produtividade do maméao no
Espirito Santo é o alto nivel tecnolégico aplicado em suas lavouras (Martins e
Costa, 2003). Em 2007 o Brasil exportou cerca 3,2 x 10’ Kg de mamao e 3,0 x
10" Kg em 2008 (IBRAF, 2009).

Durante a etapa de pds-colheita é de vital importancia o conhecimento
da fisiologia do desenvolvimento do mamao para determinar o ponto ideal de
colheita. O mamao é um fruto que se caracteriza por uma vida pés-colheita
relativamente curta, completando o seu amadurecimento em média de 8 a 15
dias, dependendo da cultivar; sendo também sujeito a perdas pds-colheita
devido a patégenos ou por fatores abidticos (EMBRAPA, 1994). E necessaria

uma definicdo prévia sobre o melhor estadio de maturagdo no momento da

21



colheita, levando em consideracdo o meio de transporte e as exigéncias de
exportacao para atender as necessidades do mercado consumidor (EMBRAPA,
2002). Assim, alguns caracteres dos frutos devem ser considerados, tais como:
tamanhos uniformes, auséncia de manchas, casca amarelo-claro quando
maduro; polpa grossa com cavidade interna pequena; alto teor de agucares,
auséncia do odor almiscarado e longevidade pds-colheita (Abbott, 1999).

Como o mamao é um fruto climatérico, um aspecto importante é a
determinagéo das taxas de emissao de etileno (C;H4) e de didéxido de carbono

(CO2) no periodo pos-colheita.

3.6. Atmosfera controlada e atmosfera modificada

O uso de elevadas concentragbes de CO, em ambientes de
armazenamento de frutos e hortalicas tem efeito positivo na reducao de danos
provocados por insetos e microorganismos. O acumulo de CO, na atmosfera
de armazenamento, provocado pela propria respiragao do fruto (ou hortaliga),
pode retardar o processo fisiologico de armazenamento e ndo deixando
residuos toxicos no ambiente ou no fruto (ou hortalica). Entretanto, alguns
frutos e hortalicas sdo sensiveis a niveis elevados de CO,, onde sintomas de
desordens fisiolégicas sdo apresentadas (Chitarra e Chitarra, 2005).

Combinacao de niveis de CO, acima do limite de toleradncia com tempo
de exposicao em temperaturas especificas pode resultar em estresse (Smock,
1979). A manifestagcdo de estresse ocorre com o aparecimento dos seguintes
sintomas: aumento da taxa de emissao de etileno; amadurecimento irregular ou
ausente; inibicdo e, ou, agravamento de desordens fisiolégicas; aumento da
suscetibilidade a doengas (Chitarra e Chitarra, 2005).

Nem sempre o elevado nivel de CO, no ambiente de armazenamento
pode variar a taxa de emissao de etileno em frutos, o que depende da espécie
e das condigbes fisicas e quimicas do presente ambiente. Para que haja o
aumento na producao de etileno em frutos, durante e/ou apds a exposi¢ao ao
CO,, é necessario que a concentragao desse elemento seja alta o suficiente
para que mudangas parciais das condigdes aerdbicas e anaerdbicas ocorram,

ou por outros mecanismos de vias metabdlicas (Brackman e Chitarra, 2000).
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O aumento da emissao de etileno provocado pelo CO, geralmente é
resultado da ativacdo de enzimas envolvidas no processo de biossintese do
etileno, como o estimulo tanto a sintese da ACC sintase (ACS) como da ACC
oxidase (ACO), os quais sao enzimas-chaves na producgao de etileno (Abele et
al., 1992).

As concentracbes de CO, que geralmente podem causar estresse
variam entre 5% a 25% ou mais (Brackman e Chitarra, 2000). Produtos como
pepino e cogumelo sdo extremamente resistentes, superando concentragdes
de até 50% de CO; (Chitarra e Chitarra, 2005). Ja o kiwi é sensivel a presenca
de CO, no ambiente de armazenagem, porém tolera concentragbes de 5%.
Para que efeitos positivos ocorram no armazenamento de produtos agricolas
faz-se necessario o estudo de atmosferas modificada e controlada com
variagoes de CO; e O,.

O uso no armazenamento de frutos e hortalicas pela atmosfera
controlada (AC) consiste basicamente no prolongamento da vida pds-colheita
desses produtos, através da modificacdo e controle dos gases no meio de
armazenamento. Sendo a composi¢do natural da atmosfera de 78% de
nitrogénio, 21% de oxigénio, 0,04% de didxido de carbono e pequenas
porcentagens de outros gases, a AC tem como principio o controle das
concentragoes de O, e CO,. Seu principio basico € diminuir a concentragao de
oxigénio e aumentar a concentragdo de dioxido de carbono, de acordo com as
respostas metabdlicas de cada produto armazenado na AC (Brackman e
Chitarra, 2000).

O armazenamento pela atmosfera modificada (AM) baseia-se
geralmente na alteragdo da atmosfera ambiente, permitindo que a
concentracdo de CO, proveniente do préprio produto aumente e a
concentracdo de O, diminua, a medida que ele é utilizado pelo processo
respiratorio. Neste tipo de armazenamento, as concentragdes de oxigénio e de
diéxido de carbono ndo sio controladas, variando com o tempo, temperatura e
tipo de embalagem utilizada para o armazenamento. Outro exemplo de
atmosfera modificada é a aplicagdo permanganato de potassio (KMnO4) ou
produtos a base dessa espécie quimica com o objetivo de absorver o etileno
dentro da cadmara de armazenamento, evitando, assim, um amadurecimento

precoce dos frutos (Chitarra e Chitarra, 2005).
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3.7. Ozébnio

3.7.1. Ozénio: estratosfera e troposfera

Os principais componentes da atmosfera terrestre, desconsiderando o
vapor de agua, sao 78% composto de moléculas de nitrogénio, 21% formado
por moléculas de oxigénio, 1% de argbnio e 0,04% de diéxido de carbono.
Contudo, outras moléculas presentes na atmosfera estao relacionadas a muitos
processos quimicos importantes que ocorrem no ar, do ponto de vista
ambiental. Uma dessas moléculas € o ozbnio, que exerce diferentes papéis de
acordo com sua localizagéo na atmosfera (Bair, 2002).

De acordo com a evidéncia experimental, a estrutura do ozbnio é
dobrada, com simetria semelhante a molécula de agua, com disténcia entre
cada atomo de O (O — O) de 1,272 A e angulo (O - O — O) de 116,78 A (Tanaka
& Morino, 1970). Ozbénio € uma molécula polar com um momento de dipolo
0,5337 D. O ponto de ebulicdo do ozbnio é de -111,9 °C (161,3 K) com uma cor
azul escuro e o ponto de fusdo do oz6nio é de -192,5 °C (80,7 K), com uma cor
negro-violeta (Mack & Muenter, 1977).

Na estratosfera, regido da atmosfera entre 15km e 50km de altitude, o
ozbnio é importante para a protegcao da vida presente na superficie terrestre.
Nesta regido, o ozbdnio é responsavel pela formagdo da camada de ozbdnio que
contribui no processo de filtrar os raios ultra-violeta (UV) nocivos provenientes
do Sol antes que esses possam atingir a superficie da Terra, que causaria
danos a vida terrestre (Baird, 2002).

Na estratosfera, a maioria dos atomos de oxigénio produzidos pela
decomposig¢ao fotoquimica do ozdnio ou do O, reage subsequentemente com

moléculas de O; intactos para formar novamente ozénio:

0+0,+M — O, + M +calor (3.1)

Uma terceira molécula designada como M na equacédo 3.1, geralmente
N2, é necessaria para retirar a energia térmica gerada na colisdo entre o

oxigénio atdbmico e a molécula de O, (Baird, 2002).
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Na troposfera, regido da atmosfera que se estende da superficie
terrestre até 15km de altura, o ozbnio exerce a fungdo de um dos principais
forcantes para o efeito estufa e de poluente. A ocorréncia de poluicao em areas
urbanas no mundo é decorrente, muitas das vezes, do alto nivel de ozbnio
troposférico.

O ozbnio troposférico € formado por reagdes envolvendo compostos
organicos encontrados na natureza e a partir de reagdes envolvendo gases
provenientes da queima de combustiveis fosseis induzidos pela luz. Este ultimo
fenbmeno é denominado de smog fotoquimico. A palavra smog é uma
combinacédo de smoke (fumaga) e fog (neblina), caracterizado como “uma
camada de ozénio no lugar errado” (Baird, 2002). O processo de formagéo do
smog abrange centenas de reagdes diferentes, envolvendo um numero
indeterminado de reagdes quimicas que ocorrem simultaneamente. Os
reagentes originais mais importantes nas ocorréncias de smog fotoquimico sao
o oxido nitrico, NO’, e os hidrocarbonetos, que sdo poluentes emitidos no ar,
provenientes da queima incompleta dos motores de combustdo interna e de
outras fontes. Os hidrocarbonetos gasosos também estdo presentes no ar
urbano como resultado de combustiveis liquidos, da evaporagao de solventes e
outros compostos organicos. De forma geral, os hidrocarbonetos e seus
derivados que vaporizam facilmente sdo denominados de compostos organicos
volateis (COVs) (Baird, 2002). Entre os COVs mais reativos sao os
hidrocarbonetos que apresentam dupla ligagdo entre os carbonos como, por
exemplo, a molécula de etileno (Souza e Carvalho, 2001).

A luz solar também ¢é um fator importante no processo smog
fotoquimico, aumentando a concentracdo de radicais livres que participam
deste processo. Os produtos finais do processo do smog fotoquimico sado o
acido nitrico, compostos orgénicos parcialmente oxidados e o o0zbénio,

exemplificado por:

COV + NO*® + 0O, + luzsolar — s ——» mistura de O3, HNO;,
compostos organicos (3 2)

Substancias como NO°, hidrocarbonetos e outros COVs que sédo

emitidos inicialmente no ar sao classificados como poluentes primarios e os
25



poluentes secundarios sdo aqueles que sao gerados, como o 0zdnio e 0 HNO3
(Baird, 2002). O fato de poluentes primarios e secundarios serem facilmente
transportados por correntes de ar a longas distadncias, muitas areas que
apresentam emissdes esporadicas encontram-se sujeitas a casos regulares de
alto nivel de ozobnio troposférico, como é o caso de meios rurais (Martins e
Rodrigues, 2001).

3.7.2. Indicadores de agdao do ozénio nas plantas

As plantas tém diferentes respostas a agao do ozénio. Este pode gerar
danos nas atividades enzimaticas, reducdo da fotossintese, aumento do
processo metabdlico do etileno, aceleracdo da senescéncia foliar, morte
celular, entre outros (Pell et al., 1997; Black et al., 2000). Entretanto,
dependendo da concentracido de ozbénio na atmosfera e de caracteristicas
genéticas, determinadas plantas podem apresentar tolerancia ao ozénio. Para
uma melhor compreensao do efeito do estresse abidtico provocado pelo
ozbnio, faz-se necessario uma revisdo da suscetibilidade de cloroplastos e a
degradacéo de clorofilas a e b a agdo pelo ozbnio e a reagdo deste com

etileno.

3.7.2.1. Suscetibilidade de Cloroplastos a indug¢ao por ozénio

A exposicao de plantas e frutos ao 0zbnio pode provocar resultado em
inibicdo da fotossintese, o que se reflete nas alteracdes na atividade do
cloroplasto ou na sintese de proteinas. Em varias plantas, a exposicéo crénica
ao ozonio reduz a abundancia da enzima ribulose1,5-bisfosfato carboxilase
oxigenase (RuBisCO) na maturidade, mas n&o em tecidos imaturos de folhas.
Esta perda de RuBisCO é o resultado do aumento da degradagao de
carboidratos (Glick et al., 1995).

Os efeitos do ozénio sobre cloroplasto tém sido observados em varias
espécies e em uma ampla gama de condicbes. A partir desses estudos,
puderam-se analisar perdas de uma ou mais capacidade fotossintética, como:
reducao da atividade do sistema fotossintético | e Il, declinio e reducédo do CO,

pelo RuBisCO,e, possivelmente, fotoinibicdo. Esse efeito danoso no cloroplasto
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pode ser observado pela degradacao das clorofilas (Soja e Soja, 1995; Clark et
al., 2000; Herbinger et al, 2002; Degl'innocenti et al., 2003; Calatayud &
Barreno, 2004).

3.7.2.2. Etileno como indicador de estresse provocado em plantas por

ozbnio

Um dos estresses causados pela poluicdo do ar é a agdo tdxica do
ozbénio que esta ligada a produgdo de etileno nas folhas e nos frutos. O
primeiro sinal danoso da reagdo do ozénio com etileno é a formagédo de
espécies reativas de oxigénio (ERO). O estresse oxidativo provocado por ERO
resulta em condi¢gbes que promovem danos ou morte celular, facilitando a agao
de infecgcao de patdgenos e a morte precoce da planta (Mehlhorn et al., 1990;
Buchanan et al., 2000; Navabpour et al., 2000; Langebartels et al., 2002).
Porém, a presenga de H,O,, uns dos produtos resultantes da reagado entre
ozbnio e etileno, aumenta a produgcdo de acido salicilico, podendo gerar
resisténcia das plantas aos agentes patégenos (Pell et al., 1997).

O ozbnio também pode aumentar de forma direta as atividades da ACC
oxidase e da ACC sintase estimulando uma maior produgao de etileno (rota da
biossintese de etileno na secao 3.2) (Mehlhorn e Wellburn, 1987; Buchanan et
al., 2000). Superproducgéao de etileno pode acarretar em morte celular levando a
senescéncia foliar e aceleragdo na maturagéo de frutos (Smilanick et al., 1999;
Black et al., 2000; Achen e Yousef, 2001).

Nos estudos realizados até o momento sobre a acdo do ozénio sobre
diversas espécies foi observado que o etileno tem a resposta bioquimica mais
rapida (Mehlhorn e Wellburn, 1987; Buchanan et al., 2000). Sdo encontrados
na literatura trabalhos que apresentam uma maior producdo de etileno em
tomates expostos ao ozénio. Isso ocorre devido indugao do 0zdnio no aumento
da atividade da enzima ACC oxidase, aumentando a producado de etileno e
também a formagao de radicais livres (entre o ozbénio e o etileno) causando
morte celular (Nakajima et al., 2001). Também foi observado um aumento na
producao de etileno em laranjeiras da espécie Citrus clementina Hort. ex Tna.

com trés anos de idade submetidas ao ataque de 0zbnio numa concentragao
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de 2 a 5 ppm de 10 a 15 horas durante 5 dias, sendo observado senescéncia
foliar nessas plantas (Iglesias et al., 2006).

Porém, trabalhos com morango e frutos citricos como limao siciliano e
laranja armazenadas a baixas temperaturas associados a exposicao de baixas
concentracdes de ozénio demonstraram uma boa alternativa no prolongamento
da vida pés-colheita desses frutos (Palou et al., 2001; Nadas et al., 2003;
Allende et al., 2007). Com isso, condi¢des nas quais 0 0zonio € aplicado pode,
além de provocar estresse oxidativo nos meio biologicos, ser usado no

tratamento de conservacao pés-colheita de frutos.
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CAPITULO 4

Testes de um novo espectrometro fotoacustico compacto para

determinacgao de etileno em sistemas bioldgicos.

Resumo

O presente capitulo compara trés modos de operagao do laser de
cascata quantica (QCL) para etileno e para 6xido nitroso: 1) modulagdo em
frequéncia (MF); 2) modulacdo em amplitude com sinal TTL (MA-TTL);
modulagdo em comprimento de onda (MW). Curvas de calibragdo para oxido
nitroso e etileno foram determinadas obtendo limites de deteccédo de 170 ppb
para o 6xido nitroso e 40 ppb para o etileno. Posteriormente, se fez a aplicacao
do sistema no monitoramento de etileno em frutos de abacates submetidos
duas condi¢des de estresse. Através da calibragdo e do resultado da taxa de
emissdo de etileno dos abacates submetidos a condi¢cbes adversas, pode-se

verificar que o equipamento é eficaz para aplicagdes em meios biolégicos.

Palavras chaves: abacate, espectrometro fotoacustico, etileno, modulagédo em

comprimento de onda

Introducgao

Um das aplicagdes da Espectroscopia Fotoacustica é no estudo de
sistemas bioldgicos, especialmente na area pos-colheita de frutos tropicais.
Normalmente, a detecgcdo de etileno ajuda a compreender o comportamento
padrao dos frutos, principalmente quando sdo submetidos a condi¢gdes de
estresse. Encontram-se na literatura trabalhos com a aplicagdo da
espectroscopia fotoacustica utilizando laser de CO, em maméo, como o efeito
do tratamento térmico nos frutos e o uso atmosfera modificado com etileno
(Corréa, 2005; Santos et al., 2009.).

Uma nova geragédo de lasers semicondutores, denominada de diodo

laser de cascata quantica, do inglés Quantum Cascade Laser (QCL), trouxe
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varias vantagens, comparadas as outras fontes de laser, para a espectroscopia
fotoacustica na deteccdo de gases. Dentre essas vantagens estdo a
estabilidade, a largura da linha, o funcionamento a temperatura ambiente, a
durabilidade (Gmachl et al., 2001). Os diodos lasers sao fontes de radiagcao
compactas e, junto com a célula fotoacustica, também compacta, permitem
uma montagem experimental portatil e robusta.

O QCL tem seu funcionamento baseado em dois fenbmenos quanticos:
aprisionamento em pocos quanticos e o tunelamento. Pocos quanticos sdo
produzidos a partir da deposicado alternada de dois tipos de semicondutores
(InGaAs-AlInAs/InP), tendo em média um total de 32 camadas (Gmachl et al.,
2001). Isso representa uma grande vantagem quando comparado aos diodos
lasers bipolares tradicionais que tém comprimento de onda limitado ao
tamanho do gap 6ptico do semicondutor. Outra caracteristica € que pode-se
variar o comprimento de onda do laser com a temperatura.

Recentemente, depois de avancos significativos na tecnologia de laser
semicondutores, tem-se empregado uma forma alternativa a modulagdo em
intensidade, a modulagao em frequéncia (Schilt e Thevenaz, 2006; Angelmahr
et al., 2008). Lasers semicondutores podem ser modulados eletronicamente, ou
seja, por meio da sua corrente. Esta caracteristica vem sendo utilizada para o
funcionamento de modulagdo em frequéncia ou comprimento de onda, que
oferecem vantagens entre elas, aumento de sensibilidade e reducao do sinal
de fundo (background).

Em um laser semicondutor, a modulagdo da corrente resulta na
modulagao simultdnea da poténcia éptica (modulagdo em amplitude - AM) e do
comprimento de onda do laser. As metodologias MW e MF tem vantagem nas
propriedades de modulagcdo em comprimento de onda, de forma que o sinal
obtido da transmissdo da luz pela amostra apresenta-se derivado, ou seja, livre
do sinal de fundo proveniente da absorgédo das janelas e da parede (Miklés e
Hess, 2000; Schilt e Thevenaz, 2006).

Na espectroscopia fotoacustica, ao aplicarmos uma metodologia de
modulagao em freqiéncia, devido a natureza da técnica, a modulagao WM fica
vinculada a modulagdo em intensidade, funcionando como um misto das
metodologias. No sistema de modulagdo em intensidade, um sinal de onda

quadrada € enviado do lock-in ao gerador de pulso do laser modulando os
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pulsos do laser na freqiéncia de ressonancia da célula fotoacustica. Ja na
modulagcdo em comprimento de onda, ndo temos um sinal modulando os
pulsos do laser diretamente, mas um sinal senoidal, de frequéncia igual a
freqiéncia de ressonancia da célula fotoacustica, porém de baixa amplitude. A
modulagdo em comprimento de onda é detectado o segundo harménico do
sinal fotoacustico (Angelmabhr et al., 2008).

O objetivo do trabalho foi avaliar o desempenho de QCLs com diferentes
regimes de modulagdes, e depois com QCL para calibragdo com 6xido nitroso
e etileno. Uma das vantagens de se usar o Oxido nitroso para caracterizar a
eficiéncia dos modos de modulagdo do QCL é a largura estreita (Ak=2,21 cm™)
dos picos de transicdo quéntica correspondentes as absorgdes. Apos a
definicdo de funcionamento do espectrdmetro fotoacustico, foram realizadas
aplicacbes no monitoramento de etileno em frutos de abacate (Persea
americana).

Este trabalho fez parte do projeto PROBRAL CAPES/DAAD (n° 299/08)
de intercambio entre professores e estudantes do Laboratério de Ciéncias
Fisicas (LCFIS) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF) com Fraunhofer-Institu fir Bauphysik. Este trabalho foi realizado
durante o doutorado sanduiche no periodo de 02 de dezembro de 2008 a 31 de

mar¢o de 2009 na cidade de Stuttgart, Alemanha.
Materiais e Método
Amostras

Para a determinacdo do melhor modo de modulacdo foram usados
amostras padréo de oxido nitroso (52,2 ppm de 6xido nitroso em nitrogénio) e
etileno (1 ppm de etileno em nitrogénio). Apds definido o melhor modo de
modulagao e o limite de detecgdo, a montagem experimental compacta para o
etileno foi testada para o sistema bioldégico sob diferentes condicbes de
estresse. Para esse fim, foram utilizados frutos de abacate (Persea americana),
cultivar Fuerte, oriundos de Israel, comprado no mercado local da cidade de

Stuttgart, Alemanha.
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Espectrémetro fotoacustico

A Figura 4.1 mostra um diagrama da montagem experimental utilizada
para a deteccdo de etileno. Essa montagem contém os seguintes
componentes: célula fotoacustica (1), medidor de poténcia (2), pré-amplificador
(3), lock-in (4), computador (5), osciloscépio (6), controlador do laser de diodo

(7), laser de cascas quantica (8) e luz modulada (9).
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Figura 4.1 — Diagrama do espectrémetro fotoacustico.
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Na célula fotoacustica, devido ao efeito fotoacustico, mudancas de
pressao provocadas pelo sinal fotoacustico sdo detectadas por um microfone
colocado no interior de um tubo ressonador através do qual flui a amostra de ar
que contém as moléculas sob investigacdo. Neste trabalho foi utilizada uma
célula fotoacustica diferencial (Figura 4.2), que tem como caracteristicas uma
rapida resposta no tempo de medida, baixo ruido acustico e elétrico e alta
sensibilidade. Existem dois tubos ressonadores acusticos em seu interior, em
formatos cilindricos com 5,5 cm de comprimento. O gas analisado flui através
dos dois tubos, mas a luz do laser modulada passa somente por um dos tubos.
Desta forma, com a diferenga dos sinais detectados em cada um dos tubos
ressonadores, ruidos provenientes da absorgao da radiagdo pelas janelas, ou

externos, sao reduzidos. Um conjunto de quatro atenuadores acusticos esta
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conectado aos tubos ressonadores, com a finalidade de reduzir o ruido

ambiente externo.

Feixe de luz N
f1 \ 2
cavidades
3 4
f - filtros

Figura 4.2 — Esboc¢o da célula fotoacustica diferencial.

Foi utilizado um laser de cascata quantica de 5mW de poténcia para
medidas de 6xido nitroso, cobrindo a faixa espectral de 1299,36 cm™a 1296,29
cm™', quando a temperatura ¢ variada de -1,92°C até 29,20°C. Outro laser de
casca quantica de 4 mW de poténcia para medidas de etileno, cobrindo a faixa
espectral de 946,51 cm™ a 950,80 cm™, quando a temperatura é variada de -
1,90°C até 29,40°C. Ambos os lasers foram fabricados pela Alpes Lasers. O
laser testado em trés modos diferentes de operagdo: 1) modulagcdo em
frequéncia (MF); 2) modulagdo em amplitude com sinal TTL, ou seja, sinal
transistor-transistor logic, (MA-TTL); 3) modulagdo em comprimento de onda
(MW). Para variar o comprimento de onda, foram feitas rampas de temperatura
do QCL variando de 0°C a 30°C.

Os lasers utilizados neste trabalho operaram no modo pulsado com
duracao de pulso de 50 ns com a frequéncia de repouso do diodo 400 kHz
(periodo de tempo que nido tem corrente no diodo). Esses valores foram
determinados para obter um melhor ciclo de “performance”, ou seja, razao
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entre 0 tempo que a corrente passa através do diodo laser pelo tempo que
nenhuma corrente passa por cada ciclo.

Comparando os espectros para cada tipo de modulagéo, definiu-se o
melhor tipo de operagéo, através da melhor razédo sinal/ruido, e o limite de
deteccéo de etileno do sistema foi determinado. O gas foi conduzido em fluxo
constate de 3 L.h™" através da célula fotoacustica por tubos de teflon com 5 mm
de didmetro. O fluxo foi controlado utilizando dois fluxémetros eletrénicos
montados em paralelo, sendo um para o gas a ser diluido (6xido nitroso ou

etileno) e outro para gas nitrogénio puro.
Aplicagbes do espectrébmetro fotoacustico

Foram elaboradas duas situagdes de estresse em abacates para avaliar
a aplicagao do espectrometro fotoacustico em sistemas bioldgicos. A primeira
aplicagao foi avaliar o efeito estressante a exposicdo de um grupo de 4 frutos
de abacate (grupo tratado) dentro uma camara com atmosfera modificada com
30% de CO,, 14% de O, e 56% de N, em fluxo de 3 L.h™" durante 22h. Os
resultados foram comparados simultaneamente com outro grupo de 4 frutos de
abacate sem tratamento (grupo controle). Os frutos do grupo controle foram
expostos, em uma camara, a uma atmosfera continua de ar sintético com fluxo
de 3 L.h" durante 22h. As condicdes de pressdo, temperatura e umidade
relativa foram, respectivamente de 1 atm, 22 + 2 °C e 55 + 5 %. Foi feita
também a leitura inicial da taxa natural de emissdo de etileno de cada fruto
antes da exposicao a suas respectivas atmosferas. Apds o tratamento, a taxa
de emisséao de etileno foi monitorada por 102 horas.

A segunda aplicacédo foi o estresse provocado em um grupo de 4
abacates expostos, em uma cadmara, a uma atmosfera continua de 1ppm de
etileno em nitrogénio com fluxo de 3 L.h”" durante 22h (grupo tratado). Outro
grupo de 4 frutos de abacate sem tratamento foram usados como controle. Os
frutos do grupo controle foram expostos, em uma camara, a uma atmosfera
continua de ar sintético com fluxo de 3 L.h"" durante 22h. As condicdes de
pressao, temperatura e umidade relativa foram, respectivamente de 1 atm, 22 +

2 °C e 55 + 5 %. Foi feita também a leitura inicial da taxa natural de emisso de
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etileno de cada fruto antes da exposicdao aos 1 ppm de etileno. Apds o
tratamento, a taxa de emissao de etileno foi monitorada por 96 horas.

As taxas de emissao de etileno foram normalizadas pela massa dos
frutos que foram medidas antes e depois da deteccdo de etileno, usando o
valor médio. Para essas medidas foi utilizada uma balanga comercial (KS38 da
Beurer GmbH).

Resultados e discusséo
Limite de detecgdo do espectrometro fotoacustico

Com as respectivas montagens experimentais, foram obtidos espectros
de absorg¢ao de cada uma das substancias quimicas (N2O e CyH,) utilizando os
trés tipos de modulagédo (MA-TTL, MF MW). A relagdo entre o sinal do maior
pico de absor¢cao e sinal de fundo (ruido) foi utilizado como critério para
determinar o melhor tido de modulagdo, ou seja, razao sinal/ruido. Essa
relacao foi calculada entre a razdo (R) do sinal de maior pico de absorg¢ao (Sg)

e o sinal de ruido (Sgy), Ou seja:

R=2E  (4.1)

53;

O sinal de fundo foi obtido com um fluxo de nitrogénio com o laser
funcionando a mesma temperatura que se obteve o0 maior pico de absorgao.

O numero de onda correspondente ao maior pico de absorcdo obtido
com o QCL de éxido nitroso foi de 1298,79 cm™. Analisando esses valores,
pdde-se observar que a melhor razdo sinal/ruido foi obtida para o modo de
operacao do laser em MW (285,77 + 1,81 u.a.), comparado com os demais
modos de operagcdo (MA-TTL = 37,02 + 4,96 u.a.; MF = 69,28 + 2,24 u.a.).
Pbde-se observar, também, que o laser utilizado para analise de etileno teve
uma melhor relagao sinal-ruido operando em MW (MW = 58,71 + 2,52; MA-TTL
= 17,25 + 5,02; MF = 28,19 + 3,43). O numero de onda correspondente ao
maior pico de absorgdo obtido com o QCL de etileno foi de 949,48 cm™. Em

fungcao dos resultados serem melhores para MW, as curvas de calibragao para
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cada uma das substancias quimicas foram realizadas utilizando esse modo
(Anglermahr et al, 2008; Germer e Wolff, 2009).

A Figura 4.3 mostra a calibragdo do espectrémetro fotoacustico para o
oxido nitroso. Usando dois fluxémetros eletrénicos, foi possivel diluir
inicialmente os 52,2 ppmV de 6xido nitroso para concentragdes inferiores a 1
ppmV aumentando a vazao de nitrogénio. Pode-se observar na Figura 4.3A a
linearidade entre o sinal fotoacustico e a concentracdo de o6xido nitroso. O
limite inferior de deteccdo encontrado para o 6xido nitroso foi de 170 ppb
(Figura 4.3B).
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Figura 4.3 - O grafico (A) mostra a curva de calibragdo de Oxido nitroso
utilizando o espectrémetro fotoacustico. O grafico (B) mostra com mais detalhe
o limite de deteccdo de 170 ppbV de 6xido nitroso. Barras verticais indicam o

erro em desvio padrao.

A Figura 4.4 mostra a calibragdo do espectrébmetro fotoacustico para o
etileno. Usando dois fluxdmetros eletrénicos, foi possivel diluir inicialmente os 1
ppmV de etileno para concentragbes inferiores a 100 ppbV aumentando a

vazao de nitrogénio. Pode-se observar na Figura 4.4A a linearidade entre o
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sinal fotoacustico e a concentragao de etileno. O limite inferior de deteccao

encontrado para o etileno foi de 40 ppb (Figura 4.4B).
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Figura 4.4 — O gréfico (A) mostra a curva de calibragao de etileno utilizando o
espectrémetro fotoacustico. O grafico (B) mostra com mais detalhe o limite de

deteccao de 40 ppbV de etileno. Barras verticais indicam o erro em desvio
padrao.

Os resultados aqui mostrados indicam que os lasers a gas podem ser
trocados pelos mais versateis e compactos lasers de cascata quantica, quando

a poténcia destes se tornarem mais alta (por exemplo, cerca de 100 mW), pois
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com os lasers a gas, como de CO,, pode-se obter limites de deteccao até 6 ppt
(parte por trilhdo) utilizando poténcias préximas de 80 W (de Vries, 1994; de
Vries et al.,1995; de Vries et al.,1996). Assim, considerando a baixa poténcia
usada e alta sensibilidade atingida, os resultados claramente mostram que
facilmente uma sensibilidade de sub-ppbV seria atingida se o laser de cascata
quantica tivesse a poténcia de 100 mW. Isso também pode ser confirmado na
literatura com trabalhos mostrando a aplicacdo com QCL na deteccédo de
amonia e o0zoénio (Baptista-Filho et al., 2006; Claps et al., 2001; da Silva, et al.,
2004). Pois, considerando a baixa poténcia usada e alta sensibilidade atingida,
os resultados claramente mostram que facilmente uma sensibilidade de sub-
ppbV seria atingida se o laser de cascata quantica tivesse a poténcia de 100
mW, tanto para medidas de Oxido nitroso como para etileno (Namjou et al.,
1998; Colombelli et al., 2001). Assim, com uma montagem experimental
relativamente simples, diodos QCL combinados com a célula fotoacustica
diferencial, permitiriam o desenvolvimento de sensores portateis de aplicagao

no monitoramente in situ de etileno na agricultura.

Experimento com atmosfera modificada: alto nivel de CO

A montagem experimental usando o QCL de etileno mostrou-se sensivel
o suficiente (limite inferior de 40 ppbV) para estudar a emissao de etileno de
alguns sistemas bioldgicos. Assim, o uso da montagem experimental & viavel.
Medidas com abacate submetidos a condicdes de estresse, que tem emissdes
de taxa de etileno em torno de 1 ppm, foram realizadas com o intuito de
viabilizacdo da nova montagem experimental.

Os resultados do uso de atmosfera modificada com alto nivel de dioxido
de carbono estdo representados na Figura 4.5. Cada ponto na curva
representa a média de 4 repeticbes (4 amostras de abacate) para seu
respectivo grupo (controle e tratado). O primeiro ponto de cada curva é
referente as medidas inicias naturais da taxa de emissao de etileno (frutos

antes de ficarem expostos 22 h dentro das camaras).
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Figura 4.5 — O grafico mostra a evolugdo temporal das taxas de emisséo de
etileno de abacates submetidos a atmosfera de ar sintético (controle) e de
abacates submetidos a atmosfera modificada de 30% de CO,, 14% de O, e
56% de N, em fluxo de 3 L.h™" (AM). Barras verticais indicam o erro em desvio

padrao.

Pode-se observar que logo apds o tratamento, a taxa de emissao de
etileno dos frutos do grupo tratado nado apresentou nenhuma variagcao
significativa comparada com os frutos do grupo controle. Porém, a partir de 48
horas ap6s o inicio do experimento, observou-se que o grupo tratado
apresentou um aumento da taxa de emissado de etileno. Este aumento teve sua
maior variagdo no tempo de 78 horas apos o inicio do monitoramento, que foi
de 618,13% (de 1,82 uL.h™ kg™ para 11,25 pL.h" kg™). Os frutos nao tratados
apresentaram um aumento maximo em 72 h apds o inicio do monitoramento,
que foi de 296,74 % (de 1,84 pL.h"' kg™ para 5,46 pL.h" kg™"). Este estresse se
deve ao uso de 30% de CO, na atmosfera modificada, que foi acima do nivel
toleravel de 15% (Chitarra e Chitarra, 2005). Mesmo com esse aumento da
taxa de emissao de etileno nos frutos tratados, ndo foi observada alteracao
consideravel na posi¢cao do pico climatérico em relacdo ao controle. O fato de
nao ter ocorrido variagao da posi¢cao do pico climatérico pode estar relacionado

ao estagio avangado de maturagédo dos frutos (Kluge et al., 2002). Assim, o
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estresse provocado pela AM pode ser classificado como leve, sem muitos

danos fisiolégicos (Brackman e Chitarra, 1998).
Experimento com atmosfera modificada: uso de etileno na atmosfera

Os resultados da taxa de emiss&o de etileno em abacates submetidos a
um fluxo continuo de 1 ppm de etileno em fluxo de 3 L.h™" durante 22 h séo
demonstrados na Figura 4.6. Cada ponto na curva representa a média de 4
repeticbes (4 amostras de abacate) para seu respectivo grupo (controle e
tratado). O primeiro ponto de cada curva é referente as medidas inicias naturais
da taxa de emissdo de etileno (frutos antes de ficarem expostos 22 h dentro
das camaras). Apos as 22 horas de tratamento, a taxa de emissao de etileno
dos frutos tratados estava 21,05% maior que os frutos nao tratados (grupo
controle = 0,57 pL.h" kg™ grupo tratado = 0,69 pL.h".kg"). Este aumento foi
gradativo, obtendo-se uma maior diferenga entre as taxas de emissdo de
etileno dos dois grupos no tempo de 72 horas (grupo controle = 0,96 pL.h'1.kg'1;
grupo tratado = 1,42 pL.h'1.kg'1). Pode-se observar também que nao houve
diferenca temporal do pico climatérico entre os grupos. Era de se esperar que
houvesse uma diferenca na posicdo do pico climatérico com a diminuicdo do

tempo de prateleira dos frutos tratados.
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Figura 4.6 - O grafico mostra a evolugdo temporal das taxas de emissdo de
etileno de abacates submetidos a atmosfera de ar sintético (controle) e de
abacates submetidos a atmosfera modificada 1ppm de C;H4 em fluxo de 3 L.h"

(AM). Barras verticais indicam o erro em desvio padrao.

Recente trabalho mostra o estresse provocado em mamao ‘Golden’
submetidos a um fluxo de 2 L.h™" de 1 ppm de etileno durante 24 h, o qual os
frutos induzidos apresentaram uma antecipag¢ao do pico climatérico de 3 dias
comparados com frutos testemunhas (Abeles et al., 1992).

O mesmo comportamento n&o foi obtido para amostras aqui tratadas,
provavelmente devido ao fato dos frutos estarem em estadio avangado de
amadurecimento. A aplicagdo exdégena de etileno provoca um amadurecimento
precoce dos frutos quando aplicado no estadio inicial de amadurecimento.
Porém o efeito ndo é significativo quando o fruto estd num estadio mais
avangcado de amadurecimento (Abeles et al, 1992), o que justifica o

comportamento dos abacates expostos a atmosfera modificada com etileno.
Conclusao

Analisando o desempenho do espectrédmetro fotoacustico utilizando o

laser de estado sodlido frente as condicbes de modulacdo, calibracdo e

48



aplicagdo no monitoramento de frutos mostrou uma excelente ferramenta para
deteccdo de gases. Com uma melhor relagdo entre o sinal fotoacustico e o
ruido, a modulacdo em comprimento de onda e o0 uso da célula diferencial
permitem que o espectrémetro fotoacustico com laser de cascata quantica se
tornou uma excelente ferramenta no monitoramento de gases em meios
biolégicos, podendo ser utilizado em medidas de campo por ser compacto.

Os resultados obtidos submetendo o abacate a duas condicbes
diferentes de atmosfera modificada mostram a sensibilidade da montagem
experimental detectando as variacbes da taxa de etileno emitida devido aos
estresses.
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CAPITULO 5

Aplicacao da espectroscopia fotoacustica no monitoramento da emissao

de C,H4 e CO, em maracuja armazenado sob diferentes atmosferas

Resumo

O presente capitulo mostra a aplicagdo do espectrémetro fotoacustico no
monitoramento da taxa de emissao de etileno em maracuja amarelo submetido
a diferentes tipos de atmosfera sob condigdes de estresse. Foram utilizados
trés tipos de atmosfera modificada: 100% de N2 e 0% de O, (AM1), 97% de N;
e 3% de O, (AM2) e 94% de N, e 6% de O, (AM3). Os resultados permitiram
avaliar que atmosferas com concentragdes abaixo de 3% de oxigénio causam
danos aos frutos de maracuja, como fermentagdo da casca e presencga de
fungos na casca, e que concentragdes de 6% de oxigénio tiveram o aumento
do tempo de prateleira por dois dias. A taxa respiratéria e parametros da casca
do espago Hunter (a, b e h°) foram monitorados e correlacionados com a taxa

de emissao de etileno. A perda de massa também foi avaliada.

Palavras chaves: atmosfera modificada, espectrometro fotoacustico, etileno,

maracuja amarelo, coloragdo média da casca

Introducgao

O maracuja amarelo (Passiflora edulis), ou maracuja azedo, € um dos
principais frutos produzidos e consumidos no Brasil. Segundo o IBRAF 2009, a
producdo de maracuja amarelo no Brasil foi de 664.286 toneladas em 2007.
Rico em vitaminas A, C, B2 e B3, o maracuja também ¢é rico em fibras e sais
minerais, como calcio, ferro e fésforo (Nascimento et al, 1999). Seu tempo de
vida pos-colheita é curto devido a grande perda de massa (Durigan et al, 2004).
Isto justifica os estudos na conservagao desse fruto visando, assim, prolongar
seu tempo de prateleira. Uma das alternativas é o uso de atmosfera controlada

ou atmosfera modificada.
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Atmosfera controlada (AC) refere-se ao controle continuo da atmosfera
ao qual o fruto ou hortalicas estdo submetidos durante os processos de
embalagem, estocagem e distribuicdo. Ja a atmosfera modificada (AM) refere-
se ao acondicionamento de frutos ou hortaligas sob uma atmosfera que se
modifica gradualmente devido ao metabolismo do produto, sem que ocorra
uma corre¢ao, como a atmosfera controlada, que tem como objetivo manter o
controle dos valores de nitrogénio, oxigénio, diéxido de carbono, vapor d’agua
e temperatura da atmosfera (Chitarra e Chitarra, 2005).

Para se avaliar a resposta dos frutos acondicionados sob AC ou AM é
necessario o monitoramento das taxas de emissao de etileno e dioxido de
carbono. O etileno, hormobénio relacionado ao desenvolvimento dos frutos
(Abeles et al, 1992), e o diéxido de carbono, resultante da respiragao do fruto,
sdo excelentes indicadores do estadio de maturagado de frutos climatéricos
(Wachowicz e Carvalho, 2002). Trabalhos recentes tém utilizado a
espectroscopia fotoacustica no monitoramento das taxas de emissao de etileno
e de diéxido de carbono em frutos tropicais (da Silva et al, 2001; da Silva et al,
2003; da Silva et al, 2004; Corréa et al, 2005). Esta técnica se baseia no efeito
fotoacustico em gases, que consiste na conversao da luz em som através da
incidéncia de uma radiagdo modulada numa mistura gasosa.

Este trabalho tem como objetivo monitorar as taxas de emissdo de
etileno e diéxido de carbono em frutos de maracuja amarelo submetidos a
diferentes atmosferas modificadas sob condicdes de estresse utilizando

técnicas fototérmicas.

Material e Métodos

Amostra Vegetal

Foram utilizados para esse trabalho, frutos de maracujazeiro amarelo (P.
edulis) oriundos da Escola Técnica Estadual Agricola Antdnio Sarlo, no
municipio de Campos dos Goytacazes-RJ, localizadas nas coordenadas
geogréficas de 21° 42’ 49” de latitude sul e 41° 20’ 33” de longitude oeste,
cedidas pelo professor Alexandre Pio Viana (UENF-CCTA-LMGV). Os frutos no
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momento da colheita apresentavam 90% de cor verde e 10% de cor amarela

na casca.
Tratamentos com atmosfera modificada

Frutos de maracuja amarelo foram submetidos a trés tipos de
atmosferas modificadas, variando a composi¢cdo dos gases oxigénio (Oz) e
nitrogénio (N2) na obtenc&do das atmosferas. Foram utilizados, de forma n&o-
destrutiva, 30 frutos de maracuja amarelo no total do experimento. Foram feitos
trés experimentos, onde em cada experimento um grupo controle de cinco
frutos de maracuja amarelo ficou exposto diariamente numa camara a uma
atmosfera com fluxo de 2L.h" de ar ambiente e outro grupo (atmosfera
modificada) de cinco frutos de maracuja amarelo em outra cdmara a uma
determinada atmosfera modificada, também diariamente. No primeiro
experimento foi utilizado como gas de arraste um fluxo de 2L.h™ de 100% de
nitrogénio e 0% de oxigénio como atmosfera modificada (AM1). No segundo
experimento foi utilizado como gas de arraste um fluxo de 2L.h" de 97% de
nitrogénio e 3% de oxigénio como atmosfera modificada (AM2). No terceiro
experimento foi utilizado como gas de arraste um fluxo de 2L.h" de 94% de
nitrogénio e 6% de oxigénio como atmosfera modificada (AM3). Os fluxémetros
utilizados foram Brooks Instrument B.V., modelo 5850S. A pressao dentro das
camaras foi de 1atm, com uma temperatura de 25 + 2 °C e 92 + 4 % de
umidade relativa do ar.

Taxas de emissao de etileno e de CO, foram monitorados diariamente,
durante 2 horas para cada grupo. Medidas de coloragao da casca dos frutos (a,
b, °h) e perda de massa foram monitoradas a cada dois dias, retirando os frutos

de suas respectivas cAmaras por um periodo de 30 minutos.
Monitoramento das taxas de emissdo de C-H, e CO»

A Figura 5.1 esboga o sistema de medicdo de etileno que consiste de
um espectrdmetro fotoacustico (da Silva et al., 2003), com sensibilidade de

medicdo de concentracbes de etileno da ordem de 0,30 nL/L. Neste
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espectrémetro um laser de CO, é utilizado e a célula fotoacustica se encontra
no interior da cavidade do laser favorecendo a sensibilidade do espectrometro.
O etileno emitido pelo fruto, colocado na céamara de amostra, foi
transferido para a célula fotoacustica usando ar ambiente como gas de arraste,
ou a atmosfera composta com as concentragdes propostas de oxigénio e
nitrogénio, a um fluxo constante de 2 L h™' (controlado por fluxdmetros
eletrénicos). O uso da propria atmosfera modificada como gaz de arraste
permitiu a avaliacdo em tempo real do efeito da atmosfera sobre as amostras.
Filtros quimicos foram empregados para eliminar CO; e agua e, antes de entrar
na célula fotoacustica, o gas de andlise passou através de uma armadilha de
N, liquido, para evitar a interferéncia de tragcos de vapor d’agua e
hidrocarbonetos. O sistema foi calibrado diariamente usando uma amostra de

etileno em nitrogénio, padrdo comercial, na concentragao de 1 ppmV.

R R Compressor de ar
Camaras com amostras Fluxédmetros

Filtro de H,O—_,

URAS ——
Filtros de H,O
Filtro de CO,
T
Célula Armadilha de N,
fotoacustica — Modulador
\ / mecanico
Medidor -
de poténcia I - = L\\
/‘ Rede de difragéo
Saida de gags— Tubo de descarga
Lentes
Figura 5.1 - Desenho esquematico da montagem experimental para

monitoramento das taxas de emissao de etileno e didxido de carbono utilizando
um espectrémetro fotoacustico e um URAS. A montagem mostra o uso de duas
camaras com frutos de maracuja amarelo para os grupos controle e grupo

tratado por diferentes tipos de atmosfera modificada.
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A taxa de emissdo de CO, foi monitorada usando um analisador
comercial de gas no infravermelho (Hartman & Braun modelo URAS 14). O
principio de deteccdo se baseia na medicdo da queda relativa da intensidade
da radiacao infravermelha de uma fonte (filamento incandescente) apos passar
por caminhos oticos em paralelo, sendo um preenchido pela amostra gasosa
em fluxo e outra por nitrogénio (selada). Apds passar pelos dois caminhos
Oticos, cada um dos feixes de radiacdo passa individualmente por duas
camaras preenchidas com CO; (100%). Essas camaras com CO, isoladas
entre si por uma membrana capacitiva que permite determinar a diferenca de
pressao entre as duas devido ao decaimento nao-radiativo das moléculas de
CO; excitadas (de Vries et al, 1996). O analisador de CO; foi montado em série

ao espectrémetro fotoacustico antes do filtro de COs,.

Coloragéo da casca do fruto

A mudanga de colorag&o da casca dos frutos foi monitorada diariamente
usando um colorimetro digital portatil (Chroma Meter, modelo CR-300, Minolta).
Medidas foram realizadas em trés pontos equidistantes na regido equatorial
dos frutos e os resultados foram expressos por meio do angulo de cor hue e
dos parametros de cor de Hunter a e b. Nesta escala, o indice a varia da cor
verde (sinal negativo) ao vermelho (sinal positivo) e b do azul (sinal negativo)
ao amarelo (sinal positivo). Valores de a e b iguais a zero corresponde a cor
cinza. O angulo hue (h°) define a coloragéo basica, onde 0° = vermelho, 90° =
amarelo, 180° = verde e 270° = azul (Coultate, 2004).

Medidas de massa

A fim de normalizar a taxa de emissdo de etileno com a massa da
matéria fresca do fruto, a massa de cada fruto foi medida a cada dois dias
antes e depois da determinagdo da taxa de emissdo de etileno. Uma balanca
comercial, Coleman modelo JB-1500, foi utilizada para este fim. O valor médio
das duas medidas foi usado na normalizagdo. A perda de massa dos frutos

também foi monitorada ao longo do experimento.
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Resultados e discussao

A Figura 5.2A mostra os resultados da taxa de emisséo de etileno para
frutos submetidos a AM de 100% de N, e 0% de O, (AM1) comparados com
grupos controle. A Figura 5.2B mostra a taxa respiratoria para os mesmos

frutos.
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Figura 5.2 — O grafico (A) mostra a taxa de emissao de etileno para frutos
submetidos a atmosfera modificada de 100% de N, e 0% de O, (AM1) e dos
frutos controle, em fungdo do tempo. O grafico (B) mostra a taxa respiratoria
para a mesma condicdo experimental. Barras verticais indicam o erro em

desvio padréo.

Os frutos de maracuja amarelo submetidos a AM apresentaram uma
taxa de emissdo de etileno muito baixo comparado com frutos do grupo
controle. Enquanto os frutos do grupo controle apresentaram uma taxa maxima
de emissdo de etileno de 1056,07 pL.h".kg" no tempo de 96 h, os frutos

submetidos a AM apresentaram uma taxa de 0,38 pL.h".kg™ para o mesmo
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tempo. Apds 144 h de experimento, os frutos submetidos a AM ficaram sob as
mesmas condi¢gdes do grupo controle e apresentaram um inicio do aumento de
emissao de etileno. Nesta etapa, 3 dos 5 os frutos submetidos a AM ja se
encontravam em fase de senescéncia apresentando aspectos de fermentacao
e presenca de fungos. Foi por esse motivo que os frutos sob AM foram
armazenados sob a mesma condigao que os frutos do grupo controle até o final
das medidas (216 h), a fim de observar o comportamento final daqueles frutos
em condicbes normais de atmosfera. Observou-se no final do experimento
(tempo de 216h) que todos os frutos submetidos inicialmente a AM1
encontravam-se em aspecto de fermentacédo e com presenga de fungos na
casca. Porém, ndo foram apresentados tais sintomas nos frutos do grupo
controle.

O comportamento da taxa respiratéria para os frutos submetidos a AM1
foi decrescente até chegar ao tempo de 144 h (113,41 mL.h"".kg™ no tempo 0 e
61,99 mL.h"".kg™ no tempo 144 h). Apos este periodo, onde os frutos tratados
encontravam-se nas mesmas condicbes de atmosfera do grupo controle. A
taxa de emissao didxido de carbono apresentou um valor maximo de 249,87
mL.h™ kg™ para o tempo de 192 h. Para o tempo de 192 h, os frutos do grupo
controle apresentaram uma elevacdo maxima da taxa respiratéria de 297,21
mL.h7" kg™,

As baixas taxas emissao de etileno e de didxido de carbono podem ser
explicadas pela falta de oxigénio no ambiente, prejudicando, assim, o
metabolismo respiratério do fruto acarretando a morte devido as condi¢cbes de
fermentacéo apresentadas pelos mesmos (Kende, 1993).

A Figura 5.3A mostra os resultados da taxa de emisséo de etileno para
frutos submetidos a AM de 97% de Nz e 3% de O, (AM2), comparados com
grupos controle e a Figura 5.3B mostra a taxa respiratoria para os mesmos

frutos.
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Figura 5.3 — O grafico (A) mostra a taxa de emissao de etileno para frutos
submetidos a atmosfera modificada de 97% de N, e 3% de O, (AM2) e dos
frutos controle, em fungdo do tempo. O grafico (B) mostra a taxa respiratoria
para a mesma condicdo experimental. Barras verticais indicam o erro em

desvio padréo.

Os frutos de maracuja amarelo submetidos a AM2 também mostraram
uma taxa de emissao de etileno muito baixo comparado com frutos do grupo
controle. Enquanto os frutos do grupo controle apresentaram dois pontos de
alta taxa de emiss&o de etileno (568,04 pL.h™'.kg™" no tempo de 96 h e 568,41

uL.h"" kg™ no tempo de 168 h), os frutos submetidos & AM apresentaram uma
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taxa de 104,77 pL.h'1.kg'1 no tempo 96 h. Apos 144 h de experimento, os frutos
tratados com 97% de N, e 3% de O, também ficaram sob as mesmas
condicbes do grupo controle, para que sofressem o mesmo procedimento
experimental dos frutos submetidos a AM1. No tempo de 144 h, apenas um
fruto do grupo submetido a AM2 apresentou sinais de fungo na casca. Sob a
atmosfera com ar ambiente, os frutos previamente tratados pela AM2 tiveram
um aumento na taxa de emissao de etileno e passaram a ter o valor de 357,96
uL.h"".kg". Observou-se no final do experimento (tempo de 216h) que 4 de 5
dos frutos submetidos inicialmente a AM2 tiveram um comportamento similar
aos frutos tratados sob a AM1, apresentando aspectos de fermentacdo e
presenca de fungos. Porém, nédo foram apresentados tais aspectos nos frutos
do grupo controle.

O comportamento da taxa respiratéria para os frutos submetidos a AM2
foi praticamente constante entre as 24 h e as 144 h de medidas (90,71 mL.h"
'kg' no tempo 144 h). Apos este periodo, onde os frutos tratados
encontravam-se nas mesmas condigdes de atmosfera do grupo controle, a taxa
de emissao dioxido de carbono apresentou um valor maximo de 191,01 mL.h
1.kg'1 para o tempo de 192 h. Este comportamento indica que a exposi¢céo a
AM com 3% de oxigénio nao foi suficiente para o fruto ter um bom padrao
respiratorio (Chitarra e Chitarra, 2005).

A Figura 5.4A mostra os resultados da taxa de emisséo de etileno para
frutos submetidos a AM de 94% de N, e 6% de O, (AM3) comparados com
grupos controle. A Figura 5.4B mostra a taxa respiratéria para os mesmos

frutos.
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Figura 5.4 — O grafico (A) mostra a taxa de emissao de etileno para frutos
submetidos a atmosfera modificada de 94% de N, e 6% de O, (AM3) e dos
frutos controle, em fungdo do tempo. O grafico (B) mostra a taxa respiratoria
para a mesma condicdo experimental. Barras verticais indicam o erro em

desvio padréo.

Os frutos sob a AM3 tiveram uma baixa taxa de emissédo de etileno
comparados aos frutos submetidos a atmosfera natural do laboratério
(controle). Porém, apds as 144 h de experimento ficando sob atmosfera de ar
ambiente (para que tivessem o mesmo procedimento experimental dos frutos

submetidos a AM1 e AM2), estes frutos tiveram um aumento da taxa de
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emissao de etileno, apresentando um perfil de pico climatérico. Os frutos sob
AMS3 tiveram um baixo crescimento da taxa de emissao de etileno, obtendo um
valor de 51,01 pL.h".kg™" ao final da exposigdo da AM3 no tempo de 144 h.
Apos estes frutos ficarem expostos ao ar ambiente, a taxa de emissao de
etileno apresentou um pico em 192 h de 263,31 pL.h".kg'. Esta curva
representa um comportamento de fruto climatérico (Abeles et al, 1992), pois os
frutos desse tratamento apresentaram boas condi¢gdes de consumo sem a
presenca de fermentagdo e de fungos na casca. Os frutos do grupo controle
neste experimento tiveram um maximo da taxa de emissao de etileno em 144 h
de 269,81 pL.h'1.kg'1, 0 que representa um amadurecimento com 48 h de
antecedéncias comparado com os frutos do grupo tratado. Os frutos do grupo
controle também n&o apresentaram aspectos de fermentagcédo e de fungos na
casca no final do experimento.

Enquanto os frutos do grupo controle tiveram um comportamento
praticamente constante na taxa de emissao de diéxido de carbono a partir de
48 h de experimento, os frutos do grupo tratado sob AM3 tiveram um
crescimento linear até 144 h, e apos este periodo (sob atmosfera do ar
ambiente) a taxa respiratéria continuou a subir até 192 h (115,37 mL.h"".kg™).
Isso indica que os frutos de maracuja amarelo tiveram uma boa tolerancia sob
atmosfera com 6% de O,, pois encontravam-se em boas condicoes de
consumo ao término do experimento.

Os indices de cor a e b e o angulo hue (h°) foram utilizados para
validagdo da descrigdo visual da evolugado da coloragdo da casca. As Figuras
5.5, 5.6 e 5.7 mostram respectivamente a dependéncia do paradmetros a, b e

h° com o tempo para as trés condi¢cdes de atmosfera modificada.
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Figura 5.5 — Variagdo do parédmetro de cor a em fungdo do tempo para os
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atmosfera modificada: (A) atmosfera modificada com 100% de N, e 0% de O
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Pode-se observar que os valores dos parametros a e b para os frutos
submetidos a AM1 e a AM2 tiveram uma aceleragdo no aumento de seus
valores apos 144 h, justamente quando os frutos sairam das condigcbes de AM
e ficaram sob atmosfera do ar ambiente. Os valores de °h para AM1 e AM2
também apresentaram um comportamento similar. Tiveram uma aceleragao na
queda de seus valores também apos 144h de experimento. Esta mudanga mais
brusca dos valores de a, b e h® apdés o tempo de 144h para ambos os
experimentos representa uma amarelecimento muito rapido da casca devido ao
processo de fermentagdo e do aparecimento de fungo em alguns frutos apés
sairem de suas respectivas AM.

Os resultados para os frutos submetidos a AM com 94% de N, e 6% de
O, (AM3) apresentaram um comportamento diferente dos frutos submetidos a
outras AM (AM1 e AM2). Apds a retirada dos frutos sob AM3 e postos sob
atmosfera de ar ambiente, os frutos ndo apresentaram nenhuma mudanca
brusca nas variagbes dos pardmetros a, b e °h. Na verdade, os pardmetros de
cor da casca dos frutos tratados inicialmente com AMS3 indicam que esses
frutos tiveram um amarelecimento posterior aos frutos do grupo controle. Isso
pode ser visto uma vez que os valores médios de a e b dos frutos do grupo
tratado foram menores comparados com o dos frutos do grupo controle no
decorrer do experimento (exemplo, no tempo 216 h os valores médios de a e b
do grupo tratado foram -10,22 u.a. e 44,88 u.a. e os valores médio de a e b do
grupo controle foram -7,14 u.a. e 49,72 u.a., respectivamente). Os valores
médios para °h dos frutos do grupo tratado foram maiores comparados com o
dos frutos do grupo controle no decorrer do experimento (exemplo, no tempo
216 h o valores médio de °h do grupo tratado de 104,24 h° e o valore médio de
°h do grupo controle de 98,94 h°). Os resultados dos parametros de cor Hunter
deste trabalho s&do compativeis a descri¢ao fisioldgica pds-colheita do maracuja
amarelo feita por Silva (2008).

A Tabela 5.1 mostra a perda de massa para os frutos de cada
experimento, expresso em %. Segundo a andlise estatistica, usando teste de
Tukey com 0,1% de probabilidade, mostrou que ndo houve nenhuma variagao
significativa entre os frutos tratados com os respectivos frutos do grupo
controle. Estes resultados mostram que, mesmo estando em niveis inferiores a

10 % (porcentagem necessaria para que ocorra um efeito positivo na redugao
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da respiragao), a reducao da taxa respiratéria nao influenciou na perda de

massa dos frutos de maracuja (Chitarra e Chitarra, 2005).

Tabela 5.1 — Dados de perda de massa para as trés condigcdes experimentas
sdo comparadas com os do grupo controle. Os valores séo expressos em % de
perda de massa.

AM1 AM2 AM3
(100% N2 0% O2) (97% N23% 02)  (94% N2 6% O2)
Grupo Controle (%) 4,62 +0,39 %a 3,31+ 0,16 %a 3,05+ 0,34 %a
Grupo Tratado (%) 4,05+ 0,57 %a 3,54 +0,23 %a 3,53+ 0,39 %a
Médias seguidas pelas mesmas letras, nos lotes, ndo diferem entre si a 0,1% de

probabilidade, pelo teste de Tukey.

Os resultados demonstram que com baixo nivel de oxigénio ocorre a
fermentagcdo do maracuja amarelo. Essa falta de oxigénio interfere diretamente
no processo respiratorio do fruto, acarretando em danos fisiolégicos, como a
fermentagcdo (Brackman e Chitarra, 1998). Os resultados obtidos estdo em
concordancia com o esperado, ou seja, altos niveis de didxido de carbono e
baixos niveis de oxigénio podem provocar estresse nos frutos (Chitarra e
Chitarra, 2005). Foi observado que concentragbes acima de 5% de diéxido de
carbono podem provocar sabor e odor desagradaveis em laranjas (Peretz et al,
2001). Manga e lim&o expostos a concentracdes de dioxido de carbono acima
de 10% apresentam perdas de qualidades fisiolégicas e hortalicas como pepino
e cogumelo nao suportam concentragdes de didéxido de carbono acima de 50%
(Katrodia, 1988, Leguizamon et al, 2001). Contudo, o uso de baixa
concentragao de oxigénio e alta concentragao de didéxido de carbono também
produz bons efeitos na conservagao de frutos como macga e tomate (Moretti et
al, 1998). Também, o uso de controle de gases na atmosfera também auxilia
no controle de insetos (como a mosca da fruta) em frutos, hortalicas e graos
(Resende e Machado, 2002). Resultados com banana prata (Finger et al, 1995)
mostraram que o uso elevado da concentracdo de didxido de carbono e a
diminuicdo de etileno, com o uso de absorvedores, resultou em um bom efeito
na conservacido do fruto. De forma similar, estudo envolvendo atmosfera

modificada com absorg¢ao de etileno juntamente com uso de baixa temperatura
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(12 °C) mostrou resultados significativos na conservagdo de maméao (Pereira,
2008).

Conclusao

Pode-se concluir que o monitoramento da taxa de emisséo de etileno,
através da espectroscopia fotoacustica, permitiu avaliar em tempo real o
amadurecimento de frutos do maracujazeiro amarelo submetidos a baixas
concentragdes de oxigénio. Concentragdes abaixo de 3% de O, prejudicam o
processo respiratorio do fruto, causando danos como o ndo amadurecimento.
Contudo, o uso de concentragéo de 6% de O, ndo apresentou danos aos frutos
do maracujazeiro, como fermentacao e fungos na casca, e mostrou um retardo
de dois dias no pico climatérico, comparado aos frutos submetidos a atmosfera

com ar ambiente.
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CAPITULO 6

Estresse abiotico em mamao provocado por ozénio
Resumo

O presente capitulo trata do estresse provocado pelo ozénio sobre frutos
do mamoeiro. Este estresse foi identificado pelo monitoramento das taxas de
emissdes de etileno e dioxido de carbono, variagao da cor da casca do fruto e
de parametros de fluorescéncia da clorofila a, a partir da casca dos frutos.
Medidas de coloragdo da casca e de concentracdes de etileno e de dioxido de
carbono foram realizadas utilizando a técnica fototérmica. Para as condigbes
usadas de exposi¢do ao ozénio (fluxo 2L.h" de 6ppm durante 24 horas),
ocorreu uma antecipacao de dois dias do pico climatérico das amostras, em
comparagao com as nao tratadas. O estresse provocado pelo ozénio também
provocou uma variagao rapida da coloracido da casca dos frutos € um declinio
do rendimento quéantico da fluorescéncia da clorofila a presente na casca dos

frutos.

Palavras chaves: espectroscopia fotoacustica, etileno, fluorescéncia da

clorofila a, pigmentos fotossintéticos
Introducgao

Um grande problema que afeta a produgao agricola se refere a poluicao
atmosférica. Estando na lista dos principais poluentes, o ozbnio troposférico é
responsavel por gerar danos em plantas, deixando-as mais sensiveis a
estresses ambientais, tais como seca, temperaturas elevadas, ataque de
pragas, que resultam em perdas consideraveis a atividade agropecuaria
(Martins e Rodrigues, 2001).

O ozénio é um dos gases responsaveis pelo efeito estufa, pois possui
trés atomos de oxigénio com ligagdes que vibram em frequéncia da faixa do

infravermelho situada em torno de 9,6 um favorecendo a absorcéo da radiacéo
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infravermelha refletida pela superficie terrestre e atenuando o efeito estufa
(Baird, 2002).

O O3 troposférico € considerado um dos principais poluentes
atmosféricos. O aumento do ozbnio troposférico resulta em problemas
respiratorios, irritacdo nos olhos, agressdo ao cabelo e a pele, bem como a
arborizacao urbana, danos a monumentos e edificagcdes e comprometimento da
producao agricola (Martins e Rodrigues, 2001). Danos foliares causados pelo
ozénio podem favorecer o desenvolvimento de doengas fungicas, facilitando e
acelerando a infeccao e a producao de esporos, além de facilitar o ataque de
insetos e outros artrépodes (Black et al, 2000).

Entretanto, além da senescéncia verifica-se que existem poucos estudos
envolvendo a acdo do estresse abidtico em frutos provocados pelo ozbdnio e
suas consequéncias. Sabe-se que o0zbnio pode acelerar o processo de
amadurecimento em frutos (LANGEBARTELS et al., 1991; DIZENGREMEL,
2001; Salvador et al., 2006; ref). Obviamente, essa aceleragao acarreta numa
diminuicdo do tempo de prateleira dos frutos gerando prejuizos pés-colheita
para o produtor. Sendo assim, faz-se necessario um estudo das consequéncias
do ataque do ozénio sobre 0 amadurecimento de frutos de grande importancia
econdmica para o Brasil como o0 mamao.

O objetivo deste capitulo foi avaliar o estresse provocado em mamao

(Carica papaya L. cv. Golden) pela agao do ozénio.

Material e Métodos

Amostra vegetal

Foram utilizados para esse trabalho, frutos de maméo cv. Golden no

estadio 0 de amadurecimento (de acordo com a tabela apresentada no

apéndice A) fornecidos pela Empresa Caliman Agricola S/A (Linhares, ES).

Uso de atmosfera modificada com ozdénio

Para avaliar o efeito do estresse provocado por 6 ppm de ozbénio em ar,

durante 24 horas, trés experimentos foram realizados: monitoragdo das
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variagdes das taxas de emissio de etileno e de dioxido de carbono do maméao
utilizando a Espectroscopia Fotoacustica e correlacionando essas emissdes
com a coloragao da casca do fruto; analise de espectros de absor¢ao da casca
do fruto no visivel e ultravioleta utilizando um espectrobmetro fotoacustico; e
andlise da correlacdo das variaveis da fluorescéncia da clorofila a com os
parametros de cor da casca dos frutos. Nos trés experimentos foram separados
dois grupos com amostras de mamao ‘Golden’ no estadio 0 de maturagdo. Um
grupo foi colocado dentro de uma camara e mantido a uma atmosfera tipica de
laboratério, usando um fluxo constante de 2L/h de ar durante 24 horas (grupo
controle). O segundo grupo, também colocado dentro de uma segunda camara,
foi submetido a uma atmosfera contendo 6 ppm de o0zénio em ar, sob fluxo de
2L/h, durante 24 horas (grupo tratado). Para a produgdo de 6 ppm de ozénio
em ar foi utilizado um gerador de ozbénio considerando 21% de oxigénio no ar
ambiente (da Silva et al., 2004).

Experimento I: avaliagdo das taxas de emissdo de etileno e de CO, com a

coloragéo da casca do fruto

Para este experimento foram utilizadas trés amostras para cada grupo,
totalizando seis frutos.

As medicoes de etileno foram realizadas utilizando um espectrémetro
fotoacustico (da Silva et al.,, 2003), com sensibilidade de medi¢cdo de
concentragbes de etileno da ordem de 0,30 nL/L (Figura 5.1). Neste
espectrémetro um laser de CO; é utilizado e a célula fotoacustica se encontra
no interior da cavidade do laser, favorecendo a relacdo sinal-ruido. O etileno
emitido pelo fruto, colocado na camara de amostra, foi transferido
continuamente para a célula fotoacustica usando ar como gas de arraste a um
fluxo constante de 2 L h™, controlado por fluxdmetros eletrdnicos. Filtros
quimicos foram empregados para eliminar o CO; e a agua e, antes de entrar na
célula fotoacustica, o gas de analise passou através de uma armadilha de N,
liquido, para evitar a interferéncia de tragos de vapor d’agua e hidrocarbonetos.
O sistema foi calibrado diariamente usando uma amostra de etileno em
nitrogénio, padrédo comercial, na concentragcdo de 1 parte por milhdo em

volume (1 ppmV).
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A taxa de emissdo de CO, foi monitorada usando um analisador
comercial de gas no infravermelho (Hartman & Braun modelo URAS 14). O
principio de deteccdo se baseia na medicdo da queda relativa da intensidade
da radiacao infravermelha de uma fonte (filamento incandescente) apos passar
por caminhos 6ticos em paralelo, sendo um preenchido pela amostra gasosa
em fluxo e outra por nitrogénio (selada). Apds passar pelos dois caminhos
Oticos, cada um dos feixes de radiacao passa individualmente por duas
camaras preenchidas com CO; (100%). Essas camaras com CO, isoladas
entre si por uma membrana capacitiva que permite determinar a diferenca de
pressao entre as duas devido ao decaimento nao-radiativo das moléculas de
CO;, excitadas (de Vries et al, 1996). O analisador de CO; foi montado em série
ao espectrédmetro fotoacustico antes do filtro de CO».

A mudanga de coloragéo da casca dos frutos foi monitorada diariamente
usando um colorimetro digital portatil (Chroma Meter, modelo CR-300, Minolta).
Medidas foram realizadas em trés pontos equidistantes na regido equatorial
dos frutos e os resultados foram expressos por meio do angulo de cor hue e
dos parametros de cor de Hunter (L, a e b). Nesta escala, o indice de cor L
refere-se a luminosidade, virando de 0 (para amostras perfeitamente preta) a
100 (para amostra perfeitamente branca); ja o indice a varia da cor verde (sinal
negativo) ao vermelho (sinal positivo) e b do azul (sinal negativo) ao amarelo
(sinal positivo). Valores de a e b iguais a zero corresponde a cor cinza. O
angulo hue (h°) define a coloragdo basica, onde 0° = vermelho, 90° = amarelo,
180° = verde e 270° = azul (Coultate, 2004).

A partir dos parametros de cor de Hunter pode-se determinar a diferenca

de coloragao total AE. Este parametro é obtido pela seguinte expressao:

AE =[(AL)? +(Aa)® +(Ab)® (1)

onde AL = L, — Ly, sendo L luminosidade; Aa = a,— ap € Ab = b, — by, sendo a e
b dimensdes de coloragdo. O indice “0” refere-se ao tempo inicial (tempo 0) e

(7391}

n” a um tempo qualquer dentro do periodo de maturagao.
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Experimento 1l: Espectrémetro Fotoacustico para analise de espectros de

absorgdo de coloragdo da casca do fruto

Foram utilizados 10 frutos de mamé&o ‘Golden’ no estadio 0 divididos em
5 amostras para dois grupos (grupos controle e grupo tratado com o0zbnio).
Apos as 24 horas de tratamento, foi selecionado um fruto de cada grupo por dia
para analise de absorcdo da casca dos frutos no visivel, num total de 5 dias
(tempo 0, 24, 48, 72 e 96 h). Em cada fruto, foram retirados 3 discos com 5mm
de didametro e 1,5mm de espessura. Este experimento foi realizado 3 vezes (3
repeticdes), com total de 30 amostras no final.

A montagem experimental para a medi¢gdo do espectro de absorgdo na

faixa do visivel baseado efeito fotoacustico esta esquematizada na Figura 6.1.

Lampada Lente
de XeT°n|° Monocromador Modulador E tC elu]at_
@ O mecamco otoacustica
1
1
Lock-in
Figura 6.1 — Diagrama da montagem experimental do espectrOmetro

fotoacustico usado para obtengao de espectro de absorgéo.

Uma lampada de xenbénio com poténcia usada de 1000 W da Oiriel
Corporation foi utilizada como fonte de luz operando com 500 W de poténcia. A

luz gerada pela lampada passa por um monocromador tendo o seu espectro
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decomposto nos comprimentos de onda entre 300 nm a 750 nm.
Posteriormente, o comprimento de onda selecionado passa por um modulador
mecanico (“chopper”), modulando o feixe em 17 Hz. Faz necessario o uso de
um filtro amarela apés 580 nm para cortar a difragcdo de segunda ordem da
rede de difragdo. Apos a modulagao, o feixe atinge a célula fotoacustica (Model
300, da MTEC), onde a luz é absorvida pela amostra, gerando o sinal
fotoacustico que é detectado pelo microfone acoplado a célula. O sinal é
amplificado por um amplificador sintonizado na frequéncia de modulagao (“lock-
in”). Todo o sistema estd automatizado permitindo a obtencédo direta do
espectro de absorcao. Como procedimento de calibracdo do sistema, e com o
porpésito de eliminar variagdes espectrais da fonte de iluminagdo, o sinal
fotoacustico € dividido pelo sinal obtido de uma amostra padrdo (carvéo)
fornecida pela MTEC.

Experimento Ill: Correlagéo entre as variaveis da fluorescéncia da clorofila a e

os paréametros de cor da casca dos frutos.

Para a analise da emissao de fluorescéncia da clorofila a em frutos de
mamao submetidos ao estresse de ozbnio foi utilizado um fluorimetro portatil
(Mini PAM, WALZ - Alemanha). As medidas foram feitas sobre a casca do fruto
em seis pontos equidistantes para cada amostra. Foram feitas medidas antes
(tempo 0) e apds o tratamento, acompanhando a evolugdo temporal das
amostras até 6 dias apds o inicio do tratamento.

Como pré-tratamento dos frutos para a medi¢cao da fluorescéncia da
clorofila a, os frutos ficaram acondicionados durante 30 minutos em uma
camara escura. Em seguida, uma luz branca de intensidade de ~5000 ymol.m’
2s™ foi incidida sobre a casca dos frutos a uma distancia pré-determinada
dentro da camara. Apds o pulso de luz branca foram registrados as seguintes
variaveis: fluorescéncia minima (Fy), fluorescéncia maxima (Fy,), fluorescéncia
variavel (F,) e eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il (F./Fy). Apos
essas medidas de fluorescéncia, medidas de coloragédo da casca dos frutos (L,
a, b e °h) foram realizadas para serem correlacionadas com essa, utilizando um

colorimetro digital portatil (Chroma Meter, modelo CR-300, Minolta). As leituras
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dos parametros de cor foram feitas nos mesmos pontos da casca dos frutos

onde foram realizadas as medidas de fluorescéncia da clorofila a.

Resultados e discussao

Avaliagdo das taxas de emisséao de etileno e de CO, com a coloragéo da casca

do fruto

As Figuras 6.2A e 6.2B mostram, respectivamente, a evolugédo temporal
da taxa de emisséao de etileno e de CO, dos dois grupos analisados, onde cada
curva representa a média de trés amostras. Os resultados mostram que o pico
climatérico para os frutos tratados com ozénio foi antecipado em dois dias em
relacdo a posicdo do pico climatérico das amostras ndo tratadas. Isso
provavelmente ocorreu devido ao aumento da atividade da enzima ACC sintase

provocado pela presenca do ozonio (Langebartels et al., 2002).
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Figura 6.2 — Taxa de emisséo de etileno (A) e de CO, (B) durante a poés-
colheita de frutos. As curvas (o) representam a média de trés amostras nao
tratadas e as curvas (m) representam a média de trés amostras tratadas com 6

ppm de ozénio em ar durante 24h.

Os resultados referentes a variacdo da coloracdo da casca dos frutos
apresentaram uma tendéncia semelhante. Na Figura 6.3A é mostrada a
evolugao temporal da diferengca de coloragao total para o grupo controle. Na
Figura 6.3B € mostrada a evolugao temporal da diferenga de coloragéo total
para o grupo tratado. Os valores obtidos para o meio-tempo de saturagao da

cor da casca do grupo controle sdo praticamente os mesmos entre os frutos do
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grupo (5,90 + 0,3 dia). Os frutos do grupo tratado também apresentaram
valores de meio-tempo de saturagdo da cor da casca préximos entre si, porém
antes dos frutos do grupo controle (4,13 + 0,4). Essa coincidéncia entre o meio-
tempo de saturagcdo dos frutos ‘Golden’ sdo explicados pela uniformidade
genética do cultivar, o que poderia ser esperado pois existe uma maior
uniformidade nas plantas, conseqlentemente, também nos frutos (Corréa,
2005).
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Figura 6.3 — Evolugado temporal da diferenga de coloragao total da casca dos
frutos do grupo controle (A) e dos frutos do grupo tratado (B). As linhas pretas
na vertical representam o meio-tempo da variagdo da coloragdo da casca dos
frutos.
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O meio-tempo da variagdo da coloragdo da casca dos frutos foi
comparado com o tempo do pico climatérico de cada amostra (Corréa, 2005).
Na Tabela 6.1 pode-se observar que 0 meio-tempo da variagdo da coloragéo
da casa dos frutos do grupo controle coincidiu com seus picos climatéricos, da
mesma forma para as amostras do grupo tratado com ozénio. Tal coincidéncia
entre a posicao do pico climatérico e o meio-tempo da coloragédo da casca ja foi
verificada anteriormente para diferentes estadios de amadurecimento de frutos
de mamé&o ‘Golden’ e ‘formosa’ (Corréa, 2005). Essa coincidéncia mostra que
além da antecipagdo da taxa de emissao de etileno, os frutos submetidos a
atmosfera com o0z6nio apresentaram um amarelecimento da casca antes dos
frutos do grupo controle. Esse comportamento da coloragdo da casca também
indica a sensibilidade ao estresse causado pela acdo do ozbnio em frutos de

mamao ‘Golden’.

Tabela 6.1 - Relagao entre o pico climatério de frutos testemunhas e de frutos
tratados com 6 ppm de 0z6nio em ar durante 24h com seus respectivos meio-

tempo de saturagédo da coloragdo da casca.

Grupo Controle Grupo Tratado

Tempo do pico
climatérico (dias)
Tempo médio de

saturagao da AE (dias)

Espectrémetro Fotoacustico para analise de coloragéao da casca do fruto

Na Figura 6.4 sdao apresentados espectros de absorgdo da casca do
fruto do mamoeiro tratados com o0zbénio (linhas tracejadas) e nao tratados
(linhas continuas) no tempo 0 h apdés o término do tratamento. Conforme
esperado, cada espectro revela a existéncia de trés bandas de absorcdo
caracteristicas que estdo relacionadas a cuticula cerosa (320-450 nm),
carotendides (400-550 nm) e clorofilas (420-480 nm e 650-700 nm) (Nery et al.,
1987).
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Figura 6.4 - Espectro da casca de frutos de mamao do grupo tratado com

ozénio (linhas tracejadas) e controle (linhas continuas).

Para uma melhor avaliagdo da degradacdo dos pigmentos
fotossintetizantes, os espectros de absorgcao referentes a absorgéo da cuticula
cerosa foram separados dos espectros de absorcdo dos pigmentos
fotossintetizantes (carotendides e clorofilas) utilizando o método de separacgéao
de fases, apresentado no apéndice B. Através desta separagao, pode ser feita
uma analise do perfil em profundidade dos espectros da casca dos frutos do
grupo tratado com frutos do grupo controle. Nery (1987) mostrou a separagao
de espectros de absorgéo dos pigmentos fotossintetizante da cuticula cerosa
em folhas de café tratados com herbicidas, retratando uma excelente aplicacéo
desta técnica para analise de degradagéo dos pigmentos fotossintetizantes.

As Figuras 6.5 e 6.6 mostram espectros de absorgao isolados da
cuticula cerosa e dos pigmentos fotossintetizantes, respectivamente. Nas
mesmas figuras sdo mostradas a dependéncia temporal dessas absorgdes
para os tempos: 0, 24, 48, 72 e 96 horas ap6s o tratamento.

Os espectros de absorgdo da cuticula cerosa estdo na fase 81 = 105° e
os espectros de absorg¢ao dos pigmentos fotossintetizantes estdo na fase 6, = -
40°. Considerando que o angulo 81 reproduz o espectro da camada da cuticula
cerosa, sabe-se que o sinal da camada dos pigmentos fotossintetizantes esta
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na fase g = -40° + 90° = 50°. Analogamente, considerando que o &ngulo 6,
reproduz o espectro da camada dos pigmentos fotossintetizantes, sabe-se que
o sinal da camada da cuticula cerosa esta na fase 65 = 105° - 90° = 15°. Sendo
assim, a diferenca de fase entre o sinal devido a cuticula cerosa e o sinal

devido aos pigmentos fotossintetizantes & de ¢ = 35°.
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Figura 6.5 — Espectros de absorg¢ao da cuticula cerosa da casca do maméo do
grupo tratado com ozénio (linhas tracejadas) e controle (linhas continuas) em
funcado da evolugao temporal de amostras com melhor apresentagao (0, 24, 48,

72 e 96 horas ap6és o término do tratamento).
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Figura 6.6 - Sdo apresentados 5 espectros de absor¢dao dos pigmentos
fotossintetizantes da casca do mamao do grupo tratado com ozénio (linhas
tracejadas) e controle (linhas continuas) em fungdo da evolugdo temporal (0,

24, 48, 72 e 96 horas apoés o término do tratamento).

Os resultados revelam que o tratamento com ozbnio provoca a

degradagédo imediata da cuticula cerosa. No tempo 0 h (Figura 6.5.A), a
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intensidade de absorcao para a banda que se encontra na faixa entre 320 a
450 nm é menor para as amostras tratadas e diminui gradativamente com o
tempo, porém numa taxa menor para as amostras ndo tratadas. Apds 72 horas
(Figura 6.5.D), as intensidades de absorcdo da banda referente a cuticula
cerosa para as amostras tratadas e ndo tratadas sdo, dentro do erro
experimental, praticamente iguais. Esse efeito, ja observado por outros autores,
leva a um amarelecimento da casca devido ao ozb6nio (Calatayud & Barreno,
2001).

Foi observada a reducdo da absorcado referente as clorofilas, bandas
420-480 nm e 650-700 nm, com o tempo (Figura 6.6.A). Também pbde-se
observar a degradagdo de carotenoides na banda entre 400 nm e 550 nm.
Esse comportamento é tipico devido ao processo de maturagao do fruto, porém
para as amostras tratadas com o0zo6nio esse processo foi acelerado com uma
reducgao total da absorgéo de clorofilas para 72 horas apds o tratamento (Figura
6.6.D). Para o mesmo tempo de 72 h os frutos do grupo controle ainda
apresentaram absorgao de clorofilas.

Esse efeito danoso no cloroplasto pode ser observado pela diminuigao
de clorofilas a e b e na atividade fotossintetizante, conforme trabalhos
encontrados na literatura (Degl'lnnocenti et al., 2003; Calatayud & Barreno,
2004). A degradacdo dos pigmentos fotossintetizantes observada neste
trabalho vem a confirmar a aceleragdo do processo de amadurecimento em
frutos devido ao estresse submetido pelo ozénio, conforme mostram os
resultados relacionados a taxa de emissao de etileno (experimento I) e em
concordancia com a literatura (Langebartels et al., 1991; Dizengremel, 2001;
Salvador et al., 2006). Obviamente, essa aceleragao acarreta numa diminui¢ao
do tempo de prateleira dos frutos gerando prejuizos pos-colheita para o

produtor.

Correlagéo entre as variaveis da fluorescéncia da clorofila a e os pardmetros de

cor da casca dos frutos.

A Figura 6.7A mostra a variagdo média temporal da fluorescéncia
minima para cada grupo controle (m) e tratado (o). A Fp variou em média

durante o experimento de 267,2 + 3,4 a 182,7 + 4,7 em u.a.. Foi observado que
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os valores de Fy para ambos os tratamentos decairam até 48 horas de
experimento, ficando praticamente constante até o final do experimento, sem
sofrer nenhuma variacédo significativa. Nao foi detectada nenhuma diferenca
estatistica entre as amostras do grupo controle e as amostras do grupo tratado.
O decaimento nesse valor mostra uma possivel reducdo na transferéncia de
energia do complexo antena para o centro de reagao do fotossistema Il, devido
a degradacdo da clorofila a com o amadurecimento dos frutos (Guidi et al.,
1997; Iglesias et al., 2006; Lui et al., 2007).

A Figura 6.7B mostra a variacado média da fluorescéncia maxima para os
frutos tratados e ndo tratados. Esta variavel indica a completa redugdo da
quinona (Qa) a partir da incidéncia de um pulso de luz no centro de reagéo do
fotossistema Il. Os resultados mostram que a partir de 72 horas de experimento
ocorreu um decaimento dos valores médio da F,, dos frutos tratados. Houve
uma diferenga nos valores de Fp, dos frutos do grupo tratado comparado aos
frutos do grupo controle que apresentaram valores superiores de Fp. Esse
decaimento da F, dos frutos tratados significa que o centro antena foi afetado
pela presenca de ozénio na atmosfera devido a uma mudanga na estrutura da
membrana dos tilacéides e/ou danos irreversiveis para o PSIl (Garcia et al,
2003).

A Figura 6.7C mostra a variagcdo média da fluorescéncia variavel dos
dois grupos. A F, fornece a diferenga entre F,, e Fo. Como esperado, os valores
da F, foram decaindo durante a fase de amadurecimento dos frutos tratados
em relagdo aos frutos o grupo controle, apresentando uma variagao inicial a
partir do tempo de 72 horas. A reducdo da F, mais acentuada nos frutos
tratados refletem alteracbes na variavel F, afetadas pela presenga do ozbnio,
sugerindo que o centro de captagao de energia (sistema antena) da casca do
fruto ndo possui sua capacidade em condicbes ideais de funcionamento
(Saitanis et al, 2001).

A Figura 6.7D mostra a variagdo média do rendimento quantico maxima
dos dois grupos. Os valores do rendimento quantico maximo do grupo controle
foram praticamente constantes, indicando que, esses frutos ndo estavam
sujeitos a estresse. Ja os valores do F,/F, revelam o nivel de estresse
provocado pelo ozénio nos frutos do grupo tratado. Os valores do rendimento

quantico maximo dos frutos tratados diminuem no decorrer do amadurecimento
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dos frutos, refletindo um decaimento do fluxo de elétrons entre os

fotossistemas.

1200 F 7

300 - .
250 - %\ - 1000 1=

200

R Ee e I TS

— ©
5 150 . S 600 -
3 =
S £ T
o 100 T 400 i\E\ ;,_,E b
50 | B ]
—O— grupo controle ] 200 - | —o— grupo controle 1
ol —#— grupo tratado a - —H— grupo tratado b
L " L " L " L L L L L of | L L L L -
0 30 60 90 120 150 0 30 60 90 120 150
Time (h) Tempo (h)
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
700 - E 0,8 | 4
600 - 1
| | ot et
S00F %\é/é\ 0 ] .
s e 1§ oer = ]
3 400 S
> |
s £ 05 .
300 | }/KE\ 1 u\>_ }/Ki
I 1 '8
200 |- E\HP/} i 04t i
100 |- —O— grupo controle ] 0.3 ["—o—grupo controle T
[ | —#—grupotratado Cc 1 —#&—grupo tratado d
[ 4
1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 0’2 C 1 n 1 n 1 n 1 n 1 1 ]
0 30 60 90 120 150 0 30 60 90 120 150
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 6.7 — Grafico (A) mostra a variagdo média da fluorescéncia minima (Fo)
dos grupos controle (o) e tratado (m) e fungdo do tempo. Grafico (B) mostra a
variagao média da fluorescéncia maxima (Fn,) dos grupos controle (o) e tratado
(m) e fungdo do tempo. Grafico (C) mostra a variagdo média da fluorescéncia
variavel (F,) dos grupos controle (o) e tratado (m) e fungdo do tempo. Grafico
(D) mostra a variagdo média do rendimento quéntico maximo (F./F) dos

grupos controle (o) e tratado (m) e fungdo do tempo.

A Figura 6.8 mostra os parametros de cor da casca (L, a, b e °h).
Observa-se que os valores de L, a e b do grupo tratado tém um crescimento
mais acentuado comparados com os frutos do grupo controle. Para o tempo

144 horas, os valores do grupo tratado de L, a e b foram de 70,76 u.a., -1,49
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u.a. e 61,11 u.a., respectivamente, e para o grupo controle foram 61,66 u.a., -
11,98 u.a. e 45,65 u.a., respectivamente. Os valores de °h foi 91,01 °h para
amostras tratadas e 103,48 °h para o controle, para t= 144 horas. Estes valores

dos parametros de cor da casca dos frutos refletem o amarelecimento mais

acentuado dos frutos tratados com o0zo6nio ao longo do tempo.

L (u.a)

75

70

65

60

55

50

—O—grupo controle
—#—grupo tratado

| vad |
(LI

-t

0 30 60 90 120 150
Tempo (h)

—O— grupo controle

—— grupo tratado

k&ﬁ%ﬁﬁgk .

0 30 60 90 120 150
Tempo (h)

o & AN onN

-10
12
-14
-16

a (u.a.)

18|

-20

115

110

100

°h(u.a.)

95

90

85

—O— grupo controle
—— grupo tratado

Figura 6.8 - Graficos das variagdes médias dos parametros de cor da casca do
fruto (L grafico A, a gréfico B, b grafico C e °h grafico D) dos grupos controle (o)

e tratado (m) e fungdo do tempo.

A partir das equacdes empiricas de correlacdo entre os parametros de
cor do espago Hunter (L, a, b e °h) e pigmentos fotossintéticos (clorofila a,
clorofila b e carotendides) presentes no apéndice C, pode-se determinar a

quantidade de pigmentos a partir dos parametros de cor. Considerando os
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valores iniciais e finais do angulo hue dos frutos dos dois grupos (Figura 6.9D)
determinou a porcentagem da degradacédo dos pigmentos dos frutos dos dois
grupos. Enquanto os frutos do grupo tratado com ozb6nio tiveram uma
degradacéo de 83,68% de clorofila a, 84,84% de clorofila b e 32,23% de
carotendides ao final do experimento os frutos do grupo controle tiveram uma
degradacédo de 52,63% de clorofila a, 55,37% de clorofila b e 20,53% de
carotendides para o mesmo periodo. Essa diferenca na degradagdo dos
pigmentos confirma o menor tempo de prateleira dos frutos tratados,
provocados pelo 0zénio, em relagdo ao grupo controle. Essa degradagéo dos
pigmentos vem a confirmar a agdo do estresse abidtico provado pelo ozénio
em frutos (Blach et al, 2000; Clark et al,2000; Calatayud e Barreno, 2001)

Conclusao

Pode-se concluir com os experimentais que os frutos de maméao sao
sensiveis ao estresse causado pela aplicagao de 6 ppm de ozénio, acarretando
numa antecipagao do amadurecimento dos frutos em 48h.

Os frutos de mamao sao sensiveis ao estresse causado pela aplicagao
do ozébnio, tendo como indicador a degradagao antecipada da cuticula cerosa e
da clorofila na casca dos frutos. A espectroscopia fotoacustica no visivel se
mostra bastante adequada para avaliar qualitativamente o efeito direto do
ozoénio sobre o estadio do fruto.

O estresse abidtico do ozoénio foi confirmado com os resultados da
fluorescéncia apresentados. O declinio do rendimento quéantico nos frutos

tratados confirma o estresse provocado pelo ozbnio.
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CAPITULO 7

7. Conclusoes

A partir da analise dos dados e a interpretacao dor resultados, a principal

conclusdao foi que os espectrobmetros fotoacusticos utilizados no presente

trabalho apresentaram uma excelente ferramenta para andlise de sistemas

biolégicos, como a analise de frutos sob condigdes de estresse. Pode-se

concluir também que:

O funcionamento do espectrometro fotoacustico utilizando um laser de
cascata quantica operando em modulagdo de comprimento de onda
mostrou-se excelente desempenho para detec¢cdo de gases em partes
por bilh&o.

A montagem compacta do espectrOmetro fotoacustico torna-se eficaz no
monitoramento de sistemas bioldgicos.

O espectrémetro fotoacustico utilizando o laser de CO, foi eficiente na
deteccdo da emisséo de gases e, principalmente, no monitoramento do
amadurecimento de frutos submetidos em atmosfera modificada em
tempo real atingindo limite de detecgao de partes por bilhdo.

O uso de atmosfera modificada com concentragdes abaixo de 3% de
oxigénio apresentou estresse.

O uso de concentracdo de 6% de O, mostrou satisfatério na

conservacao dos frutos, aumentando o tempo de vida dos frutos em dois
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dias, comparados com os frutos submetidos a atmosfera com ar
ambiente.

Frutos de maméo ‘Golden’ aumentam a taxa de emissao de etileno e a
taxa respiratéria quando submetidos a uma atmosfera com 6 ppm de
ozénio em ar durante 24 horas.

A espectroscopia fotoacustica no visivel mostrou ser eficaz na analise da
degradacdo dos pigmentos fotossintetizantes de frutos de mamao
‘Golden’ submetidos a uma atmosfera com 6 ppm de ozdnio em ar
durante 24 horas, utilizando o método de separagao de fases.

O estresse provocado pelo ozbnio em frutos de mamao ‘Golden’ foi
observado na redugcdo da atividade da clorofila a através da
fluorescéncia e da analise dos parametros de cor de Hunter da casca

dos frutos.
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APENDICE A

Escala de classificagdo de mamao

Tabela A.1 — Escala de classificagdo de maméao de acordo com a coloragao da

casca.
Estadios de Descrigao
maturagao
0 Fruto completamente desenvolvido, casca 100% verde.
1 A cor amarela nao cobre mais de 15% da superficie da casca.
O restante da casca apresenta coloragao verde clara.
2 Ya maduro. Fruto com até 25% da superficie da casca
amarela, rodeada de verde claro.
3 2 maduro. Fruto com até 50% da superficie da casca
amarela, com areas proximas do verde claro.
4 % maduro. Fruto com 50-75% da superficie da casca
amarela, com areas proximas em verde claro.
5 Maduro. Fruto com 76-100% da superficie da casca amarela.

Somente a extremidade préoxima ao pedunculo é verde.

Fonte: Adaptado do programa de exportacdo de papaya brasileiro. Ministério

da Agricultura, Pecuaria e Meio Ambiente (Papaya Brasil).
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APENDICE B

Método de separacgao de fases

O método de separagao de fases tem como finalidade analisar e separar
os espectros de absorgcédo de diferentes camadas (camadas A e B) de uma
determinada amostra. Sendo o sinal fotoacustico representado através de um

vetor (Figura B.1), pode-se escrever (Nery et al., 1987):

SHA) = 550 +53,(D) (B.1)

9:() = tan 2 (B2)
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Figura B.1 — Vetor do sinal fotoacustico Sf em fungdo do comprimento de onda
A, pode ser representado por um vetor no plano complexo de intensidade Sg(A)

e fase Of.

Sendo Sk é a intensidade do sinal fotoacustico e 6 a fase do sinal
fotoacustica o método de separagao de fases parte da medida de dois sinais
em quadratura, um sinal em fase Sp(A) e outro em quadratura Sgo(A), que por

convengéo estdo nas fases 0° e 90°.

Supondo que se conhegam os espectros individuais de cada camada A
e B, é possivel efetuar a composi¢cao dos espectros para varias fases 0 através

da seguinte equacao:

5:(A)=5,c058 +55enfé  (B.3)

Usando programacido computacional, introduzam-se os valores dos
angulos para calcular as fases do sinal fotoacustico e tragando espectros
fotoacusticos referentes a fase calculada. De acordo com o perfil de cada curva
obtida referente a cada fase calculada é possivel selecionar quais fases 61 e 65

que correspondem os espectros das camadas individuais.
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Se no angulo 64, o espectro da camada A é reproduzido, sabe-se entao
que o sinal da camada B estara na fase 6z = 84 + 90°. De forma analoga, se o
angulo 6, obtém-se o espectro da camada B, significa que o sinal o sinal da
camada A estara na fase 65 = 0, + 90°. Este método permite determinar as
fases dos sinais de cada camada, e portanto a diferenca de fase ® entre eles,

podendo ser visto na figura B.2.

Sgg (1)

I
1
I
I
I
I
I
: “ }=0,-0p
1
I
v

Figura B.2 — O grafico ilustra os sinais das camadas e suas separagdes. Sao
mostrados os sinais Sp e Sg de duas camadas distintas, cuja soma fornece o
sinal fotoacustico Sk medido. Através do método de separacao de fases pode-
se identificar a fase 85 em que esta o sinal Sa, a partir da composicao na fase
B, na qual todas as caracteristicas espectrais de Sa desaparecem. O mesmo

procedimento é aplicado para o sinal Sg.

Contudo, o sinal fotoacustico é visto como sendo a soma vetorial das

contribuicdes de A e B com um angulo 6 entre eles, efetuando uma variagao de
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fase no sinal é possivel observar a contribuicdo de cada sinal em separado. A
fase do sinal fotoacustico &, portanto, uma média ponderada das fases de

todos os pontos dentro do comprimento de difusdo térmica (Pessoa Jr., 1985).
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APENDICE C

Calibragao da concentragao de pigmentos com os parametros de cor do

espacgo Hunter

Introdugao

Um fator de importante na manutencdo da qualidade dos frutos é a
determinagédo do grau de maturagdo dos mesmos ao longo de todo processo
de comercializacdo do fruto, determinando, de certa forma, a distancia e o
tempo em que esse produto podera percorrer até a mesa do consumidor. Os
primeiros sinais da coloragdo, determinada pelos carotendides, surgem na
casca do fruto em forma de faixas longitudinais amareladas. A transformagao
dos pigmentos verdes em pigmentos amarelo-alaranjados € um evento que
acompanha o processo de amadurecimento dos frutos de maneira geral (Aziz-
Abou et al, 1975). Essa transformacédo é facilmente observada e quantificada
de forma indireta através de medidas de reflectometria (Miller & McDonald,
1999) empregando-se para isso equipamentos como o colorimetro de Hunter,
sem a necessidade da retirada de amostra do tecido.

Esse equipamento atribui indices de cor (L, a, b e h°) a coloragédo da
amostra (fruto) a partir de uma escala de cor (espago Hunter) (McGuire, 1992).
Nesta escala, o indice de cor L refere-se a luminosidade, virando de 0 (para

amostras perfeitamente preta) a 100 (para amostra perfeitamente branca); ja o
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indice a varia da cor verde (sinal negativo) ao vermelho (sinal positivo) e b do
azul (sinal negativo) ao amarelo (sinal positivo) (Figura C.1). Valores de a e b
iguais a zero corresponde a cor cinza. O angulo hue (h°) define a coloragao
basica, onde 0° = vermelho, 90° = amarelo, 180° = verde e 270° = azul
(Coultate, 2004).

A
L=100

+b

L =0
v

Figura C.1 — Esquema representativo do espago de cor de Hunter (Coultate,
2004).

Este apéndice tem como objetivo apresentar a calibragao do colorimetro
de Hunter para estimar o conteudo de pigmentos na casca de frutos de mamao
‘Golden’.

Material e Métodos

A mudanca de coloracdo da casca dos frutos foi monitorada diariamente
usando um colorimetro comercial (Chroma Meter, modelo CR-300, Minolta).

Medidas foram realizadas em trés pontos equidistantes na regido equatorial
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dos frutos e os resultados foram expressos por meio do angulo de cor hue e
dos parametros de cor de Hunter L, ae b.

Para quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos foram cortados trés
discos de 1,0 cm de didmetro do tecido da casca do mamao. Os discos foram
retirados dos mesmos locais onde foram feitas as medidas dos parametros de
cor de Hunter. Os discos foram cortados em tiras e colocados em frascos
contendo 3 mL do solvente organico DMSO (Dimetilsulfoxido). Os frascos
foram envolvidos em papel aluminio, para que ndo houvesse interferéncia da
luz na concentragdo dos pigmentos. Apos 72 horas, em repouso, as amostras
foram lidas em um espectrofotdmetro UV/VIS (SP-2000UV, Spectrum) nos
comprimentos de onda de 665, 649 e 480 nm e o conteudo dos pigmentos,
cloroplastidicos, obtidos de acordo com o procedimento descrito por Wellburn
(1994).

Resultados

Os resultados mostraram uma correlagéao entre o conteudo de clorofila a,
clorofila b e carotendides em funcédo da variagdo dos parametros de cor do
espago Hunter (L, a, b e °h). A figura C.2 mostra as concentragdes de clorofila
a, clorofila b e carotendides em fungao dos parametros de cor e a figura C.3
mostra os valores de clorofila a, clorofila b e carotendides em fungdo do angulo
hue.

Com a degradagdo da clorofila a da casca do fruto, durante o
amadurecimento, o pardmetro a variou de -20,63 u.a. para 9,68 u.a.,
correspondendo a variacdo no conteudo das clorofilas a em torno de 586,19
mg.Kg™' para 6,88 mg.Kg'. O parametro b apresentou valores variando de
35,54 u.a. para 65,28 u.a. com a queda no conteudo de clorofila a,
representando um aumento, relativo, no conteudo dos carotendides cuja
coloracao predominante — amarelado — corresponde a valores de b crescentes.
O parametro L aumenta com o amadurecimento do fruto, variando de 49,64
u.a. para 75,29 u.a..

O angulo hue foi o que apresentou um decaimento de seus valores (de
120,5 h° para 80,4 h°) de acordo com a degradacgéo da clorofila a. Esse indice

diminuiu com a queda no conteudo de clorofila a por consequéncia do aumento
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na coloragcdo amarelada com o processo de amadurecimento (Schaper e
Chacko, 1991).

O mesmo padrao de resposta foi observado com o conteudo de clorofila
b quando se correlacionou os parametros de cor de Hunter. Os resultados
mostram um aumento nos valores de L, a e b e uma diminuicédo dos valores de
angulo hue a medida que ha queda nas concentragdes de clorofila b, fato
devido a degradacao desses pigmentos durante o amadurecimento do fruto.
Dessa forma, os parametros mostraram, também, uma boa correlagédo com os
valores de clorofila b.

Os conteudos de carotendides apresentaram o mesmo perfil de
correlacdo que o conteudo das clorofilas a € b com os parametros de cor L, a e

b e 0 angulo hue, obtendo mesmo padrao de resposta.
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Figura C.2 - Graficos das variagées dos pigmentos do cloroplasto em fungao

dos parametros de cor da casca do fruto (L, a, b).
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Figura C.3 - Graficos das variagées dos pigmentos do cloroplasto em fungao

do angulo hue.
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A partir destes graficos, equagdes foram determinadas com a finalidade
de obter uma calibracdo para correlacionar as quantidades de pigmentos da
casca dos frutos em fungao dos respectivos parametros de cor. A partir destas
equacdes pode-se determinar qual a porcentagem da degradagdo dos

pigmentos em frutos de maméao ‘Golden’. A tabela B.1 mostra essas equacgoes.

Tabela C.1 — Equacgbes relacionando a quantidade de pigmentos do cloroplasto

em funcéo dos parametros de cor do espaco de coloragao Hunter.

Clorofila a (y) Clorofila b (y) Carotendides (y)

LX) y=943x10% /%% y=258x10% %78 y=133x10%+9,72x 103 /13
a(X) y=420x10%"*/28 1 =288x 101 */%15 y =169x10% +2,72 x 101 */11.45
b(x) ¥=173X10%™  _ 4 95x 10% /918 3 =173 X 10? +9,28 X 10%7*/5%5
*h (x) v = 0,04e/127 y = 0,01e%/ 1 y =171 X 10% + 0,06¢%/1455

Conclusao

Conclui-se que a determinacido de curvas de calibracido de correlacao
entre as quantidades de pigmentos com os parametros de cor de Hunter (L, a,
b e h°) tornam-se ferramentas essenciais no estudo do amadurecimento pds-

colheita de frutos de mamao ‘Golden’.
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