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RESUMO

NEVES JUNIOR, Augusto César Vieira. Antecipacido de Safra, Qualidade Pds-Colheita de
Caqui ‘Mikado’ (Diospyros kaki) e Desenvolvimento/Validacio de Nova Metodologia
para Deteccio e Quantificacio de Cianamida Hidrogenada em Matriz de Agua.
Seropédica: UFRRJ, 2013. 156p. Tese (Doutorado em Fitotecnia). Instituto de Agronomia,
Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Seropédica, RJ,
2013.

O caqui ‘Mikado’ enfrenta grandes dificuldades em sua comercializacdo pela safra ocorrer em
curto periodo do ano. Visando criar alternativas aos produtores, realizou-se experimento na
regido serrana do estado do Rio de Janeiro para avaliar a antecipag@o sucessiva de duas safras,
com a utilizagdo de cianamida hidrogenada (CH) e a influéncia da irrigacdo nestas
antecipacdes. A CH ¢ atualmente o regulador de crescimento que possui a melhor atuagdo na
quebra de dorméncia. Contudo, objetivando seu monitoramento no meio ambiente, foi
desenvolvido metodologia de deteccdo e quantificacdo em dguas (de diferentes fontes), que
fosse de baixo custo, elevada sensibilidade, processo de facil implementacdo e validada pelas
regras internacionais. O experimento de antecipacdo de safra teve como delineamento
experimental blocos ao acaso com parcelas perdidas. Foram avaliados 6 tratamentos, em 2
blocos, ao longo de toda a safra (colheitas de 15 em 15 dias), em 2 safras sucessivas, quanto a
fenologia e produtividade das arvores, e caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos. Os dados
foram analisados individualmente, safra por safra, e as duas safras foram entdo comparadas
entre si. Verificou-se que, na 2° safra a CH antecipou em 2 semanas a brotagdo vegetativa e o
aparecimento de flor fechada nas plantas, independente da utiliza¢do da irrigagdo. Contudo a
colheita de todos os tratamentos teve inicio na mesma data. Nas duas safras, os solidos
soluveis totais (SST) e o calibre dos frutos aumentaram com o passar das colheitas, enquanto
os taninos condensados (TC) diminuiram. Da 1* para a 2° safra a produtividade das arvores e
os TC dos frutos aumentaram, ja a acidez total tituldvel e os SST dos frutos diminuiram. A
segunda parte do presente trabalho visou desenvolver um novo método para quantificacio de
CH usando derivatizagdo in situ com acido 2,6-dimetil-4-quinolinocarboxilico éster de N-
hidroxisuccinimida, seguido de microextracao dispersiva liquido-liquido (DLLME) e anélise
por HPLC/fluorescéncia. Foram utilizadas técnicas quimiométricas multivariadas com
sucesso, obtendo-se as condi¢des ideais de derivatizacdo direta e extracdo por DLLME.
Parametros da derivatizacdo como quantidade de agente derivatizante e de tampao,
temperatura, tempo, pH e condicdes de extracio por DLLME, como volume de solvente
dispersante e de extracdo (SE), forca i6nica (NaCl a conc. m/v), pH e tempo de extracdo
foram otimizados por duas etapas de delineamento: delineamento 2* fatorial para triagem e
delineamento central composto (central composite design — CCD) para otimizagdo. As
melhores condi¢des para derivatizacdo foram 600uL de agente derivatizante, temperatura de
4°C e pH 8.5, enquanto que para a extracao foram 800uL de SE, 30% de NaCl conc. m/v, e
pH 3,8. A preformace analitica do método para andlises rotineiras demonstrou excelente
linearidade a partir de 10 a 200ug.L"' com fator de correlacdo de 0,9996. A precisdo variou
para os ensaios intradia e interdia em 3,5 a 5,5% e de 8,5 a 8,6. Recuperagdes médias
realizadas em dgua de diferentes origens variou de 90,2% a 110,2%.

Palavras chave: fitorregulador, safras sucessivas, qualidade pds-colheita, deteccdo e
quantificagdo.



ABSTRACT

NEVES JUNIOR, Augusto César Vieira. Advancement Harvest, Postharvest Quality of
Persimmon 'Mikado’ (Diospyros kaki) and Development/Validation of New Methodology
for Detection and Quantification of Hydrogen Cyanamide on Water Matrix. Seropédica:
UFRRJ, 2013. 156p. Thesis (Doctor in Plant Science). Institute of Agronomy, Crop Science
Department, Federal Rural University of Rio de Janeiro. Seropédica, 2013.

'‘Mikado' Persimmon faces marketing problems because the harvest occurs in a short period of
the year. It was performed an experiment with the use of hydrogen cyanamide (HC) and the
influence of irrigation to evaluate if it is possible to anticipate the harvest in order to create
alternatives for producers. The CH is currently the growth regulator that has the best
performance to break the dormancy. However, in order to monitor the environment, it was
developed one methodology for detection and quantification CH in water (from different
sources), with low cost, high sensitivity, easy implement process and validated by
international rules. The experiment of break dormancy of persimmon crop had the
experimental randomized block design with lost parcels. There were evaluated six treatments
in two blocks throughout the crop (harvested at each 15 days) in 2 successive years, the
productivity of the trees (PT), and physical and chemical characteristics of the fruits. Data
were analyzed individually in two different harvests and then the two harvests were
compared. It was found that in the 2" harvest the CH anticipated in 2 weeks the sprouting and
the vegetative development of the flower closed from plants, regardless of the use of
irrigation. However, the harvesting was in the same date for all treatments. In two seasons, the
total soluble solids (TSS) and the size of the fruit increased over the crops, while condensed
tannins (CT) decreased. From the first to the second harvesting, the PT and the CT of fruits
increased, while the total titratable acidity and TSS of fruits decreased. The second part of this
study aimed to develop a new CH quantification method using in situ derivatization with 2,6-
dimethyl-4-quinolinecarboxylic acid N-hydroxysuccinimide ester, followed by dispersive
liquid-liquid microextraction (DLLME) and HPLC analysis / fluorescence. Multivariate
chemometric techniques were successfully used to obtain the optimum conditions for direct
derivatization and DLLME extraction. Derivatization parameters and DLLME extraction
conditions were optimized by a two steps design, 2" factorial design for screening and central
composite design (CCD) design for optimization. Best derivatization conditions were addition
of 600uL of derivatizing reagent, a temperature of 4°C and pH 8.5, whereas for optimum
extraction 800uL of solvent, 30% NaCl conc. w/v and pH 3.8 were chosen. The analytical
performance of the method for routine analysis demonstrated excellent linearity from 10 to
200ug.L™" with a correlation factor of 0.9996. Precision ranged from 3.5 to 5.5% and 8.5 to
8.6% for intraday and interday assays. The mean recoveries performed on water from
different origins ranged from 90.2 to 110.2%.

Key words: phytoregulator, successive harvestings, postharvest quality, detection and
quantification.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Tratamentos do experimento de antecipacao de safra de caquizeiro ‘Mikado’ com
uso de fitorregulador (cianamida hidrogenada)...............c.oooviiiiiiiiiininn, 015
Tabela 2. Médias dos blocos para o calibre dos frutos (em milimetros) das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos, em diferentes colheitas ao longo da safra

2010-20T1 (17 SALTA) . .o n et et e 026
Tabela 3. Médias dos blocos e das colheitas para percentuais de frutos injuriados das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos, na safra 2010-2011 (17 safra)............. 028

Tabela 4. Médias dos blocos para a acidez total tituldvel dos frutos (g de dcido malico.100g™
de amostra) das plantas submetidas aos diferentes tratamentos, em diferentes
colheitas ao longo da safra 2010-2011 (1* safra)..........cccovvviviiiiiiiiininnns. 031
Tabela 5. Médias dos blocos para os sélidos soliveis totais dos frutos (°Brix) das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos nas colheitas ao longo da safra 2010-2011

Tabela 6. Médias dos blocos para os taninos condensados (mg.100g-1) dos frutos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos nas colheitas ao longo da safra 2010-2011

(@ T i ¢ ) T 038

Tabela 7. Tempo (em semanas) entre as médias dos blocos para o inicio do aparecimento da
brotacdo vegetativa e o surgimento de flor fechada e aberta, nas plantas
submetidas aos diferentes tratamentos, na safra 2011-2012 (2% safra)............. 045

Tabela 8. Semanas ap6s a aplicacdo dos tratamentos em que ocorreram o abortamento de
flores fechadas e abertas e o aparecimento de frutos tipo “chumbinho” e em
desenvolvimento, na safra 2011-2012 (2% safra).........cccoovvviiiiiiiiiinnnnnninnn 051

Tabela 9. Tempo (em semanas) entre as médias dos blocos para o inicio do aparecimento da
brotagdo vegetativa, até o surgimento dos frutos tipo “chumbinho” e os em
desenvolvimento, o periodo de tempo entre o aparecimento das flores abertas, até

o surgimento dos frutos tipo “chumbinho” e os em desenvolvimento e o intervalo

de tempo entre o surgimento dos frutos tipo “chumbinho” e dos frutos em
desenvolvimento, na safra 2011-2012 (2% safra).........ccccoovvviiiiiiiiiinnnnnnnnnn. 055

Tabela 10. Tempo (em semanas) entre as médias dos blocos para o inicio do aparecimento
da brotacdo vegetativa, flor fechada, flor aberta, fruto tipo “chumbinho” e fruto

em desenvolvimento até o inicio da colheita (31" semana apds a aplicagdo dos
tratamentos), na safra 2011-2012 (2% safra).......ccoovviiiiiiiiiiiii i, 060

Tabela 11. Médias dos blocos para o calibre dos frutos (em milimetros) das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos nas colheitas ao longo da safra 2011-2012 (2*

Tabela 12. Médias dos blocos e das colheitas para percentuais de frutos injuriados das
plantas submetidas aos diferentes tratamentos na safra 2011-2012 (2* safra)....068
Tabela 13. Médias dos blocos para os sélidos soliveis (°Brix) dos frutos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos nas colheitas ao longo da safra 2011-2012
(AT i ¢ ) T 072
Tabela 14. Médias dos blocos para os taninos condensados (mg.100g-1) dos frutos das
plantas submetidas aos diferentes tratamentos nas colheitas ao longo da safra
2011-2012 (2% 8AfTA) . ettt e 075
Tabela 15. Classificacao de frutos de caqui ‘Mikado’, levando-se em conta o comprimento e
a massa que os frutos terdo, com célculos feitos a partir dos dados das correlagoes



obtidas nas Figuras 40 e 41. Tabela adaptada a partir da classificacdo obtida no
site oficial da Federagcdo da Agricultura do Estado do Parand (FAEP —2013). 090
Tabela 16. Médias dos tratamentos, blocos e colheitas para os percentuais de frutos
injuriados nas diferentes safras (1* € 2* safras).........cooveiiiiiiiiiiiiiiin... 091
Tabela 17. Fatores, codigos, niveis baixo e alto, do delineamento fatorial 2’ para
procedimentos de derivatizagdo € eXtraCa0. .......evvuuevueienniernieenieerieannaene 122
Tabela 18. Fatores, codigos, niveis baixo e alto, do delineamento de matriz CCD para os
procedimentos da derivatizacao € da eXtragao..........covuevvuiiiiiiiniienneannnn. 123
Tabela 19. Parametros de calibrag¢do, desvios-padrdes e incertezas calculados de acordo com
Miller & Miller (2005). As normas foram elaboradas nas mesmas condi¢des
aplicdveis as amostras. Cada teste foi realizado em pelo menos cinco
experimentos INdePendentes. ...........viueriiitiiti i 140
Tabela 20. Resultados das andlises para avaliar a precisdo e a repetibilidade do método
proposto para a cianamida hidrogenada em matriz de dgua (n=9 para ensaios
intradia e n=9 para ensaios interdia).............cooeiiiiiiiiiiiiii i 141
Tabela 21. Valores das concentracdes experimentais € de suas respectivas recuperagdes
médias para cada tipo de amostra (N>3).......c.vviniiiiiiiiiiiiiii e 142



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Esquema da disposi¢do das plantas do experimento no tratamento e no bloco. 016

Figura 2. Orvalho sobre os ramos das plantas de caqui............ovvvieiiiiiniieiieeiniennnnn. 017
Figura 3. Aplicacdo da calda (A), EPI utilizado obrigatoriamente por todos que participaram
da aplicagdo (B) e ponto de escorrimento da calda apds a aplicagao (C)......... 017

Figura 4. Esquema dos galhos de uma planta de caqui com as respectivas datas de safras que
cada ramo se originou (A) e vista superior do posicionamento dos ramos na copa da
arvore da parcela principal segundo o quadrante onde estes se encontravam (B).019
Figura 5. Estruturas vegetais analisadas durante as avaliacdes fenoldgicas: gema vegetativa
ndo brotada (A); gema vegetativa brotada (B); flor fechada (C); flor aberta (D);
fruto tipo “‘chumbinho” (E); fruto em desenvolvimento (F)........................... 020
Figura 6. Injdrias avaliadas nos frutos: abrasdo (A); estria (B); queimadura de sol (C);
deformidade (D); perfuracao (E); podridao (F); mancha (G); perda de célice (H); e

perda de firmeza (I)........ooooiiiii i 022
Figura 7. Médias dos tratamentos para o calibre dos frutos das plantas nas colheitas ao longo
da safra 2010-2011 (1* safra) em relacao aos diferentes blocos...................... 025
Figura 8. Médias das colheitas para o calibre dos frutos das plantas submetidas aos
diferentes tratamentos em relacao aos blocos (1? safra)..................coiiini. 027
Figura 9. Médias das colheitas para a acidez total tituldvel dos frutos das plantas submetidas
aos diferentes tratamentos em relagdo aos blocos (1* safra)....................oooeee. 030
Figura 10. Médias dos tratamentos para a acidez total tituldvel dos frutos nas colheitas ao
longo da safra 2010-2011 (1* safra), em relagdo aos blocos.......................... 032
Figura 11. Médias das colheitas para os sélidos soliveis totais dos frutos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos em relac@o aos blocos (1% safra)............ 033
Figura 12. Médias dos tratamentos para os sélidos soltveis totais dos frutos nas colheitas ao
longo da safra 2010-2011 (1* safra), em relagdo aos blocos.......................... 035
Figura 13. Médias das colheitas para os taninos condensados dos frutos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos em relac@o aos blocos (1% safra)............ 037

Figura 14. Plantas de caqui ‘Mikado’ do bloco B2. A direita, plantas tratadas com cianamida
hidrogenada e irrigacdo (tratamento T2), a esquerda (frente), plantas tratadas apenas

com irrigacao (tratamento T4)........c.oviriiiiiiii i 040

Figura 15. Médias dos blocos para o inicio do aparecimento da brotacdo vegetativa até a
brotacdo vegetativa maxima dos ramos avaliados das plantas submetidas aos
diferentes tratamentos, em relacdo as semanas apds a aplicacdo destes............ 040

Figura 16. Médias dos blocos para a intensidade do aparecimento das brotacdes vegetativas
nos ramos das plantas submetidas aos diferentes tratamentos até a brotacdo
maxima, em relacao ao tempo (semanas) apds a aplicacdo destes................... 042

Figura 17. Médias dos blocos para o periodo de aparecimento e de abortamento de flores
abertas e fechadas, nos ramos avaliados, das plantas submetidas aos diferentes
tratamentos em relacdo ao tempo (semanas) apds aplicacdo destes................ 044

Figura 18. Médias dos blocos para a intensidade do aparecimento de flores fechadas nos
ramos das plantas submetidas aos diferentes tratamentos até ao aparecimento

maximo destas, em relacio ao tempo (semanas) apdés a aplicacdo dos

1810101 10O 047



Figura 19. Médias dos blocos para a intensidade do abortamento das flores fechadas nos
ramos das plantas submetidas aos diferentes tratamentos, em relacio ao tempo
(semanas) apOs a AplicaCAO dESTES. . ..uuueueeneeitiiit it 049

Figura 20. Médias dos blocos para a intensidade dos abortamentos das flores abertas nos
ramos das plantas submetidas aos diferentes tratamentos, em relacdo ao tempo
(semanas) apis a aplicaCao deSIES. .. .ueuutinetii i e 050

Figura 21. Médias dos blocos para o periodo de frutificagdo e abortamentos, nos ramos
avaliados, das plantas submetidas aos diferentes tratamentos em relagdo ao tempo
(semanas) apos a aplicaCao deSIES. . ..uvvuriiet et 053

Figura 22. Médias dos blocos para a intensidade do aparecimento de frutos tipo “chumbinho”
nos ramos das plantas submetidas aos diferentes tratamentos até ao aparecimento
méaximo destes, em relacio ao tempo (semanas) apds a aplicacdo dos
L0 1 053 (01 058

Figura 23. Médias dos blocos para a intensidade do aparecimento de frutos em
desenvolvimento nos ramos das plantas submetidas aos diferentes tratamentos até o
inicio da colheita, em relacdo ao tempo (semanas) apds a aplicacdo dos

ELALAINICIITOS . ..ottt ettt ettt et 059
Figura 24. Correlacdo entre a porcentagem de abortamento total e o nimero de flores fechadas
SUTZIAAS MO TAIMO. ...ttt ettt et ettt et et e e e et e e e et e e e eaeenaeeenaeenes 062

Figura 25. Médias dos tratamentos e das colheitas para o calibre dos frutos das plantas com as
copas desenvolvidas (bloco B1) e das com as copas em desenvolvimento (bloco

B2), na safra 2011-2012 (2% safra).........cooiiiiiiiiii i i 064
Figura 26. Médias das colheitas para o calibre dos frutos das plantas submetidas aos diferentes
tratamentos em relacdo aos blocos (2* safra)..............cooviiiiiiiiiiiiii i 065
Figura 27. Médias dos tratamentos para o calibre dos frutos das plantas nas colheitas ao longo
da safra 2011-2012 (2* safra) em relacio aos diferentes blocos...................... 066
Figura 28. Médias dos tratamentos e das colheitas para a acidez total titulavel dos frutos em
relac@o aos blocos na safra 2011-2012 (2* safra)........covvvveiiiiiiiiiiiiiiinnnennn. 069
Figura 29. Médias das colheitas para os sélidos soldveis totais dos frutos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos em relagcao aos blocos (2* safra)............. 070

Figura 30. Médias dos tratamentos para os s6lidos soliveis totais dos frutos das plantas nas
colheitas ao longo da safra 2011-2012 (2* safra) em relagdo aos diferentes

BlOCOS . . .ttt 073

Figura 31. Médias das colheitas para os taninos condensados dos frutos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos em relagc@o aos blocos (2% safra)............. 074

Figura 32. Médias dos tratamentos para os taninos condensados dos frutos durante as
colheitas da safra 2011-2012 (2* safra) em relacao aos diferentes blocos............076

Figura 33. Ruptura do galho devido ao enfraquecimento decorrente da morte parcial do
interior deste e ao excesso de frutos: necrose parcial do galho (A); local onde o galho

rompeu (B); perda de frutos e da arquitetura da planta.........................oeeeeee. 078

Figura 34. Médias dos tratamentos, blocos e safras para a produtividade do caquizeiro (Kg.ha
1) em relacio AS COINEILAS. ... . eeeeee e et e e e, 080

Figura 35. Médias dos tratamentos, blocos e safras para o percentual de perdas de frutos no
campo em relagdo as COINEILAS. ... ...oviuiieiti i, 081

Figura 36. Médias das safras, colheitas e blocos para o percentual de perdas de frutos no
campo em relacdo aos tratamentos aplicados nas plantas........................o..... 082



Figura 37. Médias dos tratamentos e colheitas para o calibre dos frutos das plantas com a copa
totalmente desenvolvida (bloco B1) e das com a copa em desenvolvimento (bloco

B2) nas diferentes safras (1% € 2% safras)..........c.oovviiiiiiiiii i e, 083
Figura 38. Médias dos blocos e colheitas para o calibre dos frutos das plantas submetidas aos
diferentes tratamentos em relacdo as safras (1% e 2* safras).............ccoeeveennnnn. 084
Figura 39. Médias das safras e colheitas para o calibre dos frutos das plantas submetidas aos
diferentes tratamentos em relacdo aos bloCOS..........oovvviiiiiiiiiiiiii i 085
Figura 40. Médias dos tratamentos e blocos para o calibre dos frutos nas colheitas ao longo
das duas SafTas. .........oiiiiii 086
Figura 41. Correlacdo entre o calibre € 0 comprimento dos frutos colhidos ao longo das duas
SARTAS . . et 088
Figura 42. Correlacdo entre o calibre e a massa dos frutos colhidos ao longo das duas
SAITAS . . et 089
Figura 43. Injdria do tipo abrasdo causada pelo atrito com o galho da
ATVOTC. ettt ettt et ettt e ettt e sttt e e sttt e e ab et e ebb e e e bt e e e bbe e e baeesabaeesanees 092
Figura 44. Médias dos tratamentos, blocos e colheitas para a acidez total tituldvel dos frutos
em relacdo as safras de 2010-2011 e 2011-2012 (1* e 2* safras)..................... 094
Figura 45. Médias dos tratamentos e colheitas para os s6lidos soluveis totais dos frutos nos
blocos, em relacdo as safras de 2010-2011 e 2011-2012 (1* e 2° safras)............ 096

Figura 46. Médias dos blocos e colheitas para os sélidos soltveis totais dos frutos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos em relacdo as safras de 2010-2011 e 2011-

2012 (1% € 2% SAITAS) ..ttt et ettt e e e 097
Figura 47. Médias das colheitas e safras para os s6lidos soliveis totais dos frutos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos em relag@o aos blocos........................ 098
Figura 48. Médias dos tratamentos e blocos para os sélidos soldveis totais dos frutos, nas
diferentes colheitas ao longo das duas safras (2010-2011 e 2011-2012)............ 099
Figura 49. Médias dos tratamentos e safras para os sélidos soliveis totais dos frutos, nas
colheitas em relacio a0S BlOCOS. ... .v.uiiiiiit i 100
Figura 50. Médias dos tratamentos, blocos e colheitas para os taninos condensados dos frutos
em relacdo as duas safras (2010-2011 € 2011-2012).....coviiiiiiiiiiiiiiinnnn 101

Figura 51. Médias dos blocos e colheitas para os taninos condensados dos frutos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos em relagdo as duas safras (2010-2011 e

20T 1200 2) ettt e 103
Figura 52. Médias das safras e colheitas para os taninos condensados dos frutos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos em relag@o aos blocos........................ 104
Figura 53. Médias dos tratamentos e blocos para os taninos condensados dos frutos, nas
diferentes colheitas ao longo das duas safras (2010-2011 e 2011-2012)........... 105
Figura 54. Médias dos tratamentos e safras para os taninos condensados dos frutos, nas
diferentes colheitas em relac@o aos blocos...........cooviiiiiiiiiiiiiiii 106

Figura 55. Esquema da rota do NADPH e glutationa em células contra a alta concentragdo de
peroxido de hidrogénio, devido a inibicdo da catdlase (A); reagdes oxidativas da
rota de pentose fosfatada (B), tendo como produto a ribose 5-fosfato que ¢é
percussora de nucleotideos, coenzimas, DNA e RNA (C); e do papel do NADPH na
regulacdo da divisdo da glicose 6-fosfato entre a glicdlise e a via das pentoses

fosfatadas (D). Adaptado de Lehninger et al., 2004.............c.ocooiiiiiiiiiiinn. 112
Figura 56. Esquema do método de microestracao liquido-liquido dispersiva (dispersive liquid-
liquid microextraction — DLLME)..........cooiiiii e, 117



Figura 57. Esquema da molécula da cianamida hidrogenada, composta por um grupo ciano
(A) eum grupo amina (B).......coouoiiiiiiii 120
Figura 58. Esquema da distribuicdo dos residuos de y da curva de regressao linear (Miller &
Miller, 2005).Onde x; é o valorde x em 1, y; € o valorde yem 1 e ¥, € o valor de y

na reta em Xj, assim POr dIante........ooueeieiieie i 125
Figura 59. Intensidade de fluorescéncia em relacdo ao comprimento de onda do derivatizado
da cianamida hidrogenada................oiiiiiiiiiii e 127
Figura 60. Efeito de diferentes solventes de extracdo na drea do pico cromatogrifico da
cianamida hidrogenada.............ooiiiiiiiiii 128
Figura 61. Gréfico de Pareto com a magnitude dos efeitos principais da derivatizacdo, o eixo
vertical mostra o valor t dos efeitos absolutos............c.ooiiiiiiiiiiiiiiiii. 129

Figura 62. Superficie de resposta estimada pelo delineamento de composto central em relagdao
ao efeito combinado do pH e da temperatura na area do pico do derivatizado de
cianamida hidrogenada, sendo o volume do agente derivatizante fixado em

Figura 63. Superficie de resposta estimada pelo delineamento de composto central em relagdao
ao efeito combinado do volume de derivatizante e da temperatura na area do pico

do derivatizado de cianamida hidrogenada, sendo o pH fixadoem 8,5............. 132
Figura 64. Gréfico de Pareto com a magnitude dos efeitos principais da extra¢do, o eixo
vertical mostra o valor t dos efeitos absolutos.............c.oooiiiiiiiiiiiiii 134

Figura 65. Superficie de resposta estimada pelo delineamento de composto central em relagao
ao efeito combinado do volume de solvente de extracdo e do pH na area do pico do
derivatizado de cianamida hidrogenada, sendo a for¢a ionica fixada em 30 % NaCl
(1033 Te 117 A7) T T 136

Figura 66. Superficie de resposta estimada pelo delineamento de composto central em relagao
ao efeito combinado do pH e da forca i6nica (conc. m/v) na drea do pico do
derivatizado de cianamida hidrogenada, sendo o volume de solvente de extracdo
fixado em 8O0UL. ..o e 137

Figura 67. Cromatogramas da otimizacdo da derivatizacdo e extracdo da cianamida
hidrogenada, em matriz de 4gua, para a concentracio padrio de 1.000ug.L". Onde:
A: ap0s os experimentos preliminares; B: apds a otimizacdo da derivatizagdo; C:
nas condicdes otimas de derivatizagdo e extracdo; Cyanamide peak: pico do
derivatizado da cianamida hidrogenada (DMQC-cianamida)........................ 138

Figura 68. Cromatogramas de amostras de dgua do rio Douro apds a extracdo nas melhores

condicdes. Onde: A: amostra ndo enriquecida; B: amostra enriquecida com 20ug.L"
de cianamida hidrogenada; C: amostra enriquecida com 200pg.L” de cianamida
hidrogenada; Cya: pico do derivatizado da cianamida hidrogenada (DMQC-
cianamida); IS: padrdo interno de metilamina a 10ug.L" de concentracio (DMQC-
MELLIAMING) . ... e 143

\



A
ADAPAR
ANOVA
ATT

C
CAPES
CCDh
CH

CT

D
DLLME

LISTA DE SIMBOLOS

Agéncia de defesa agropecudria do Parana
Andlise de variancia
Acidez total tituldvel

Coordenacdo de aperfeicoamento de pessoal de nivel superior
Central composite design (delineamento central composto)
Cianamida hidrogenada

Condensed tannin

Dispersive liquid-liquid microextraction (microestracdo liquido-liquido
dispersiva

DMQUC-OSu 2,6-Dimethyl-4-quinolinecarboxylic acid N-hydroxysuccinimide ester

DPR

E
Embrapa
EPI

F
FAEP
FDA

G
GSH
GSSG
G6PD

H
HPLC

1

IBGE

ICH
INMETRO
IR

L

LLE
LOD
LOQ
LPME

Department of Pesticide Regulation

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Equipamento de prote¢do individual

Federacdo da Agricultura do Estado do Parana
Food and Drog Administration

Glutathione (Glutationa reduzida)
Glutationa oxidada
Glucose 6-fosfato desidrogenase

High-performance liquid chromatography

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

International Conference on Harmonisation

Instituto Nacional de Metrologia Normaliza¢do e Qualidade Industrial
Irrigacdo

Liquid-liquid extraction (extracao liquido-liquido)

Limit of detection (limite de deteccdo)

Limit of quantification (limite de quantifica¢io)
Liquid-phase microextraction (microextragcdo de fase liquida)

VI



LR
LSD

MDPF

NaCl
NHF
NQS

PDSE

SDME
SST

TC
TSS

UF

Linear rage (faixa linear)
Least significant difference (teste de Fisher)

2-Methoxy-2,4-difhenyl-3(2H)-furanone

Cloreto de s6dio
Numero de horas de frio
1,2-Naphtoquinone-4-sulfonic acid

Programa institucional de bolsas de doutorado sanduiche no exterior

Single-drop microextraction (microestracdo de tnica gota)
Sélidos soltveis totais

Taninos condensados
Total soluble solids

Unidades de frio

Vil



SUMARIO

INTRODUCAO GERAL.......cceuuuiirineeruneeernneersneersneeessneessseessseesssneesssnsessnee 001
O Caquizeiro no Brasil e o Mundo...........ooouiiiiiiiiii e 001
O Caquizeiro € suas CaracteriSICAS. . ... ueuuue ettt et et eeeeenae 002
O Caquizeiro e sua Fenologia.........o.vviiiiiiiii i e 002
O Caquizeiro e a Quebra da DOrmencia...........oooviiiiiiiiiiii i 003
O Caquizeiro e a Pés-Colheita dos Frutos........c.cvviiiiiiiiiiiiiici e, 005
EXPEOIIMENTO. ...ttt e e e 006

1. CAPITULO I - Antecipacio de safra de caquizeiro da cultivar ‘Mikado’ e qualidade

poOs-colheita dos frutoS.....cccvuivriiieiiniiniiieiieieieiietenionecenssnsonans 007
L1 INErOdUGAO. .. et 008
1.2. Revisa0 de LIteratura. ........o.uiuuin it 009
1.2.1. Caracteristicas CULtUTAIS. . ... ..evuttet ettt e e 009
1.2.2. Dorméncia e sua Quebra Artificial pelo uso da Cianamida Hidrogenada............... 010
1.2.3. Cianamida Hidrogenada, seus Riscos e Cuidados.............c.ccviiiiiiiiiiiiiiiine.. 011
1.2.4. Produg@o e Produtividade.............ooeiiiiiiiiiiii e 012
0 TR (v . T 1o J 012
N ST o 0 0] T 1 012
1.3. Material € MEtOAOS. .. ...ttt 014
1.3.1. Aplicag@o dos Tratamentos. . ......c.ueennteentiiiit et et ee e eite et e eaeeaeeaaeenaenns 016
1.3.1.1. Safra 2010-2011 (17 Safra).....oouiniiniieit e 017
1.3.1.2. Safra 2011-2012 (2% SafTa).....oneinieei e 018
1.3.2. Avaliag@0 FenolOgICa. ... ...o.uiiniit i 018
1.3.3. Colheita e Produtividade. ............ooiiiiiii i 020
1.3.3.1. Safra 2010-2011 (17 Safra).....couiniiniiei e 021
1.3.3.2. Safra 2011-2012 (2% SafTa).....oeineieii e 021
1.3.4. Avaliacdo e Caracterizag@o dos Frutos..........ooooviiiiiiiiiiiii e 021
1.3.5. Avaliagdo Quimica dos FIutos. .......oouiiiiiiii e 023
1.4. Resultados € DiSCUSSAO. ... .euuiiitt ittt 024
1.4.1. Safra 2010-2011 (12 SafTa).....neinii e 024
1.4.1.1. Caracterizac@o dOS FrUtOS. .. ...o.viiiiii e, 024
1.4.1.2. Caracterizagdo Quimica dos Frutos..........ccooiiiiiiiii e, 029
1.4.2. Safra 2011-2012 (2% SafTa).....oneiniiei e 038
L4201 FenOlO@ia. . ..voneie e 039
1.4.2.1.1. Brotag@0 VegetatiVa. .. ..couuiutittiit ettt 039
L B U Lo 1o 043
1.4.2. 1.3, FrutifiCaCAO. .. e e ettt ettt e e 051
1.4.2.2. Caracterizag@0 dos FIutoS. .......ovuiiiii i e 063
1.4.2.3. Caracterizacdo Quimica dos Frutos...........c..cooiiiiiiiiiiiii e, 068
1.4.3. Comparacao e Avaliacdo das Safras 2010-2011 e 2011-2012 (1* e 2* Safras).......... 076
1.4.3.1. Fatores de Producdo da Cultura do Caqui ‘Mikado’..............cooiiiiiiiiiiiiinnnn. 077
1.4.3.2. Producdo e Produtividade. ..........coooiiniiiiiiii i 079
1.4.3.3. Caracterizaco doS FrutOS. .. ...o.eiiiiiii e, 083
1.4.3.4. Caracterizagdo Quimica dos Frutos...........ccoiiiiiiiii i, 093
TR 70 T LD 0 107



2. CAPITULO II - Metodologia de deteccio e quantificacio de cianamida

hidrogenada........cccoeiiiiiiiiiiniiiieiiieiiiiiiietcnescsaccsascsnscsnne 108
00 R 1315 016 L1 o 10 T 109
P e O I (S BT S o L 109
2.2.1. Cianamida Hidrogenada € Sua AGA0.......couviiriiiiiiiiiieie i eaeen 110
2.2.2. Meio Ambiente € 0 HOMEM...........ooiiiiiiiiii e 114
2.2.3. Detecco € QUantifiCaCAO. . .vuuteett ettt et et e e 115
2.3. Material € MELOAOS. ......onneii e 118
000 T R (ST (=) 111 N 118
2.3.2. EQUIPAIMENTOS. .« .ttt ettt ettt e ettt et e e e 119
2.3.3. Selecdao do Reagente Derivatizante. ............oouvvrniieiiiiineiaeeieiieeineeneennnnn 119
2.3.4. Selecao do Comprimento de Onda de Excitagdo e de Emiss@o........................... 120
2.3.5. Extrac@o por DLLME . ... . o 121
2.3.6. Derivatizacdo e Procedimentos de EXtrac@o............ocoviuiiiiiiiiiiiiiiiiiianenn. 121
2.3.7. Delineamento Experimental............c.ooiuiiiiiiiiiii i 122
2.3.8. Preparaco de AIMOSIIAS. ... ..uuututtnt ettt ettt et et 123
2.3.9. Validagao do MELOdO. . ....ueineiiite ettt e 124
2.4. Resultados € DISCUSSAO. ... uuutinttit et 126
2.4.1. Selecao do Reagente Derivatizante. ............oouvvrniiiieieiniiaiieeieaieeieeneeannnn 126
2.4.2. Selecao do Comprimento de Onda de Excitacdo e de Emiss@o........................... 127
2.4.3. Selecao do Solvente de EXtrac@o.........vvuueviniiiiiiiieai it eie e e 127
2.4.4. Otimizacdo das CondigOes de Derivatizagao...........coevieiiniiiiiiniiiineenens 128
2.4.5. Otimizacao das Condicdes de EXtracao.........ooovvviiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieaiieeineenns, 133
2.4.6. Desempenho Analitico e Validacdo do Método.............cooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinen, 139
2.4.6.1. Desempenho em Amostras de Agua de Diferentes Origens............................. 141
B TR 01 T L 0 144
3. CONCLUSOES GERAIS.......ccccttiiiiiiiiiieeeeiiiiiiinetteeesseeessinneeseeessssssnnne 145
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....uuuiiiiiiiiiieeeerereererenennnnnneeeeeeeeeeens 147

ANEXO A - Delineamento central composto (central composite design — CCD) para a
derivatizacido e extracdo, com as variaveis de niveis independentes e os
respectiveis resultados experimentais das areas de pico do derivatizado
(DMQC-cianamida)....cceeeeeeeieeeeeesencessasecesanscessasscesssscessnssccssnssns 156



INTRODUCAO GERAL

O Caquizeiro no Brasil e no Mundo

O caquizeiro (Diospyros kaki) é uma espécie de origem subtropical altamente
produtiva e rudstica. Seu cultivo iniciou na China, bem como no Japao e na Coréia, no final do
século VII, sendo que sua introducdo nos paises com condicdes climdticas e edafoldgicas
similares a dos seus paises de origem € relativamente recente. Nos Estados Unidos apareceu
no ano de 1828 e de 14 foi levado para Itdlia, Franca e Espanha (Ragazzini, 1985). No Brasil,
ha evidéncias de que o caquizeiro entrou pela primeira vez através de Sdo Paulo, por volta de
1890 e atualmente é cultivado principalmente nas Regides Sudeste e Sul do pais (Martins &
Pereira, 1989).

O Brasil, apesar de ser o terceiro maior produtor mundial de frutas frescas, tem uma
inser¢do inexpressiva no mercado internacional, em que pese a enorme potencialidade do
pais, em especial nos mercados de frutas frescas tropicais. As estimativas otimistas de alguns
especialistas do setor sugerem ser possivel atingir em poucos anos patamares de exportacdao
anuais da ordem de US$ 2 bilhdes com frutas frescas, sem incluir os mercados de sucos e de
polpas de frutas. O pais participa com menos de 0,5% das exportacdes mundiais de frutas,
destacando-se principalmente nas vendas de produtos tropicais (Lacerda et al., 2004).

De acordo com dados obtidos no site oficial do IBGE (2013), no periodo de 2007 para
2011, a produgdo de frutos de caqui no Brasil diminuiu de 159.851 para 154.625 toneladas,
assim como a produtividade, que caiu de 19.820,33 para 17.717,88Kg.ha'1. Ja o valor da
producdo e a drea plantada aumentou, respectivamente, de 127.588 para 166.664 mil reais e
8.082 para 8.349ha.

Os quatro principais estados produtores de caqui continuaram os mesmos € com O
mesmo grau de importancia, onde em 2011 Sao Paulo foi o responsavel pela producdo de
47,99%, seguido pelo Rio Grande do Sul (21,86%), Parand (10,43%) e Rio de Janeiro
(9,69%). Em 2007 o Rio de Janeiro foi o primeiro em produtividade, 29.537,27Kg.ha’1,
entretanto, em 2011, sua produtividade caiu para 21.408,00Kg.ha™, inferior a produtividade
de Sao Paulo (22.824Kg.ha'1) no mesmo ano (IBGE, 2013).

Conforme informagdes obtidas no site oficial do municipio de Sumidouro em 2013,
este estd localizado na regido serrana fluminense, possuindo quatro distritos: Centro;
Campinas; Dona Mariana e Soledade. Apresentando relevo montanhoso e clima tropical de
altitude, estando a 355 metros de altitude. Segundo o IBGE (2013), de 2004 até¢ 2011, o
municipio de Sumidouro aumentou sua producio de 4.428 toneladas para 5.180 toneladas de
frutos de caqui, enquanto que a produtividade aumentou de 27.000,00 Kgha' para
28.000,00Kg.ha™.

O caquizeiro se destaca, no municipio de Sumidouro, como uma das principais
atividades das propriedades rurais, em relacdo a drea plantada, tempo dedicado e remuneracao
de atividade, sendo a maioria dos produtores de base familiar. As principais cultivares
produzidas na regido sdo o ‘Rama Forte’ e o ‘Mikado’ (Neves Junior et al., 2006). Os
produtores possuem pouco controle da produgdo, além de baixa capacidade tecnoldgica na
pos-colheita. Praticamente todos utilizam caixa K de madeira para embalar os frutos, onde
estes em sua maioria sdo comercializados in natura para centrais de abastecimento e
transportados em caminhdes lonados, sendo apenas 15% dos frutos comercializados
transportados em caminhao tipo bad (Neves Junior et al., 2007).



O Caquizeiro e suas Caracteristicas

A maturacdo natural do fruto de caqui ocorre de fevereiro a maio, dependendo da
cultivar, e neste periodo ocorre grande oferta no mercado, levando os produtores a venderem
o fruto por precos pouco rentdveis (Brackmann et al., 1997). Normalmente, segundo Gonzalez
et al. (2005), fora da época da colheita os precos aumentam, atingindo em alguns casos
incrementos de até 300%. Contudo, um dos pontos de estrangulamento da cadeia produtiva é
a dificuldade de manter a qualidade dos frutos até o periodo apds a safra, quando os valores
dos frutos aumentam, ou produzir esses frutos antes da safra normal. Além disso, o caqui
enfrenta a concorréncia com frutas mais tradicionais tais como laranja, banana e maca
(Muiioz, 2002).

Segundo Corsato (2004), apesar do seu crescimento lento, o caquizeiro atinge portes
que variam de trés a quinze metros, levando de sete a oito anos para atingir a maturidade.
Entra em produgdo comercial a partir do terceiro ano, dai para frente a frutificagdo cresce
progressivamente até os 15 anos, quando se estabiliza.

Existem indmeras cultivarem no mundo, ¢ hoje em dia hd também uma série de
hibridos. Para maiores facilidades de estudo, as variedades sdo reunidas em trés grupos,
Sibugaki, Amagaki e Varidvel. Onde: (1) O grupo Sibugaki € constituido de variedades cujas
polpas dos frutos sempre se apresentam taninosas e de cor amarela, com o fruto contendo ou
ndo sementes, tendo como principais cultivares: ‘Taubaté’, ‘Pomelo’, ‘Rubi’, ‘Mikado’,
‘Regina’, ‘Mazelli’, ‘Hachiya’, ‘IAC-5’, ‘Costa’ e outras; (2) O grupo Amagaki é constituido
de variedades cujas polpas dos frutos nao apresentam-se taninosas, contendo ou ndo sementes,
e sdo de cor amarela, também chamadas de variedades de frutos doces ou duros, tendo como
principais cultivares: ‘Fuyu’, ‘Fuyuhana’, ‘Jiro’, ‘Fuyugaki’ e outras; (3) E o grupo Varidvel,
como o préprio nome indica, retne as variedades cujos frutos alteram sua composi¢do e cor
quando possuem ou ndo sementes. Quando sem sementes, a polpa do fruto é amarela e rica
em tanino, quando apresentam sementes, a polpa do fruto € de cor escura (chocolate) e sem
tanino, tendo como principais cultivares: ‘Rama Forte’, ‘Giombo’, ‘Luiz-de-Queiroz’,
‘Chocolate’ e outras (Biasi et al., 1998; Simao, 1998).

O Caquizeiro e sua Fenologia

O caquizeiro, por ser uma planta de folhas caducas, durante o ciclo vegetativo deve
armazenar reservas de carboidratos suficientes para passar o periodo de hibernacdo e para dar
inicio ao ciclo seguinte. Com a quebra da dorméncia e o inicio do novo ciclo, essas reservas
manterdo a planta até que as novas folhas deixem de ser dreno e passem a ser fontes de
carboidratos.

A partir do conhecimento dos estddios fenoldgicos e do entendimento das
necessidades dos diferentes 6rgaos em relacdo a planta toda, as préticas de manejo podem ser
modificadas e programadas buscando-se a melhoria da produc¢do (Corsato, 2004).

Devido a competitividade entre os ramos vegetativos e os frutos ¢ comum que haja
alternancias na producdo de uma safra para outra. Quando em uma safra ocorre grande
producdo ndo hd actimulo de reserva suficiente nos ramos para garantir um desenvolvimento
adequado na parte aérea da proxima safra para mais uma grande producdo. A alternincia de
producdo pode ser controlada mediante poda severa de ramos no inverno e desbaste precoce
dos frutos em excesso. A adog¢do dessas prdticas nas arvores mais produtivas devera
regularizar a frutificacdo em todo o pomar, de sorte a tornar possivel obter altas produgdes de
frutos de boa qualidade (Ojima, et al.,1985).



Para evitar que a parte reprodutiva da planta drene carboidratos em excesso e
comprometa o armazenamento destes para o proximo ciclo, a planta realiza o abortamento
natural de flores e frutos. A intensidade e a duracdo do periodo de abortamento depende de
varios fatores internos e externos, como: a reserva de carboidratos da planta no inicio do ciclo,
a sanidade da planta, ataque de pragas, fertilidade do solo, condi¢des climaticas adversas,
entre outras.

O caquizeiro pode ser considerado em alguns casos como planta didica, apresentando
flores masculinas e femininas em plantas diferentes e, em outros, mondica, apresentado flores
femininas e masculinas na mesma planta. Essa particularidade com relagao a distribui¢do e ao
sexo das flores determina uma subdivisdo das plantas em trés categorias: 1°- pistiladas
constantes, que produzem somente flores femininas, ano apds ano; 2°- estaminadas
constantes, produzem sempre flores pistiladas e algumas poucas estaminadas; 3*- estaminadas
esporadicas, produzem sé pistiladas, em alguns anos e pistiladas e estaminadas em outros
anos (Martins & Pereira, 1989;Simao, 1998).

Entre os fatores fisiol6gicos envolvidos com o abortamento natural de frutos de caqui
sem sementes destacam-se: a) a elevada competitividade por fotoassimilados entre fruto e
ramo, sobretudo quando os frutos se desenvolvem em ramos vegetativos muito vigorosos; b) a
caréncia de uma fonte propria de hormoénio de crescimento nos frutos partenocarpicos,
presente nos frutos com sementes; e c) predominancia de temperaturas elevadas durante o
verdo, no inicio do desenvolvimento dos frutos (Corsato, 2004).

Ap6s a producdo dos frutos, o caquizeiro entra em um periodo de hibernac¢dao. Durante
este periodo as drvores perdem as folhas e o metabolismo da planta é reduzido, contudo ndao
para totalmente. Permitindo que a planta sobreviva a condi¢des adversas como baixas
temperaturas e periodos mais secos.

De acordo com Lang (1987) (citado por Carvalho & Alves, 2007), a dorméncia de
gemas pode se estender ao longo do ano passando pelas fases de ecodorméncia,
paradorméncia e endodorméncia. Na ecodorméncia, o desenvolvimento da gema ndo acontece
devido a um fator ambiental desfavordvel e um novo fluxo de crescimento ocorre somente
quando as condi¢des ideais sdo reestabelecidas. Na paradorméncia a auséncia de
desenvolvimento da gema ¢ resultante da inibicdo tida como a longa distancia por outro 6rgao
ou regido do vegetal em crescimento, como as gemas terminais. Na endodorméncia o nao
desenvolvimento da gema € resultante de uma série de eventos bioquimicos e fisiol6gicos que
acontecem em niveis meristematicos ou organelas muito préoximas.

Carvalho & Alves (2007) verificaram uma particularidade no caso do caquizeiro. A
entrada da endodorméncia e a elevacdo de sua intensidade ocorreu no periodo de crescimento
e maturagdo dos frutos, cuja colheita ocorreu na primeira semana de maio no pomar estudado.
O periodo de endodorméncia mais profunda em gemas de um ano de caquizeiro 'Fuyu'
ocorreu de abril a maio, com um pico de intensidade no inicio de maio. Nos meses de junho e
julho ocorreu o periodo de dorméncia menos intensa, correspondendo a saida da
endodorméncia e entrada na ecodorméncia.

O Caquizeiro e a Quebra da Dorméncia

A dorméncia em frutiferas de clima temperado tem sido bastante discutida devido a
tendéncia do homem de cultivar espécies em zonas com condi¢des climaticas limitantes para a
adaptacdo. O frio é o principal agente responsdvel pela saida da dorméncia das plantas
caducifdlias, sendo que estas, quando cultivadas em regides com insuficiéncia de frio

hibernal, apresentam sintomas de falta de adaptacdo (Perussi, 2009).



Segundo Martins e Pereira (1989) o caquizeiro € resistente a baixas temperaturas e
para quebra do repouso fisiolégico requer determinado regime de frio e apresenta acentuado
repouso vegetativo. A temperatura mais favordavel ao desenvolvimento de fruteiras de clima
temperado varia de 5°C a 15°C. Pode-se plantar o caquizeiro em regides de zero a 150 horas
de frio (acimulo de temperaturas menores do que 7,2°C). De acordo com Ragazzini (1985),
na gema existe uma substancia B-inibidora do desenvolvimento, que possui atividade e
quantidade méxima durante o inverno e diminui gradualmente durante a primavera, com o seu
desaparecimento cessa 0 mecanismo de repouso.

Américo Juinior (2007) preconiza que hd duas correntes de pesquisadores que
procuram explicar os principais fatores envolvidos no controle da dorméncia. Para escola
francesa, a dorméncia € considerada como um processo muito complexo para ser controlado
por um ou dois fatores. Supde-se que os fitohormonios tenham importancia secunddria, sendo
a dorméncia apenas uma etapa de crescimento ritmico, envolvendo muitos sub-processos,
entre eles, o metabolismo dos 4cidos nucleicos e, 0 metabolismo e transporte de acticares. Ja a
escola americana defende uma hip6tese mais simples, baseando-se na suposi¢do de que a
dorméncia seria controlada por poucos fatores, em que o frio removeria os inibidores,
estimulando os promotores de crescimento, levando a retomada do crescimento. Porém,
ambas escolas admitem que a temperatura € o principal fator exégeno envolvido para entrada
e superacdo da dorméncia, que possibilita, posteriormente, a brotacdo e florescimento na
primavera.

Quando as plantas caducifélias s@o cultivadas em regides com insuficiéncias de frio
hibernal, apresentam sintomas de falta de adaptacdo como atraso e maior dura¢ido do periodo
de floracdo e abertura de menor nimero de gemas floriferas e vegetativas, resultando em
reduc@o na producdo, com frutos desuniformes e de baixa qualidade (Marodin et al., 2002).
Os produtos utilizados para a quebra de dorméncia como o 6leo mineral, cdlciocianamida
(CaCNy), nitrato de potdssio (KNOj3), cianamida hidrogenada (H,CN,) e paclobutrazol,
podem uniformizar e antecipar a brotacdo e a floragao em determinadas condi¢des (Razzouk,
2007).

Pesquisas realizadas demonstram que, dentre os produtos disponiveis no mercado, a
cianamida hidrogenada € o mais eficiente produto quimico para a quebra de dorméncia
(Mizobutsi et al., 2003), sendo também o mais utilizado atualmente na superacgao artificial da
dorméncia (Coletti, 2009). Tem-se constatado que os efeitos da cianamida na frutificagcdo, na
maturacdo e na qualidade dos frutos sdo variados. Pode provocar avanco da maturagdo
acompanhado de redugdo da frutificagdo, incremento da producdo, aumento da massa, do
tamanho e do conteddo de agucares dos frutos, redu¢do na acidez ou nenhum efeito nem nos
acucares nem na acidez (Silva et al., 2005). De acordo com Mizobutisi et al. (1997), o efeito
da cianamida hidrogenada varia em fun¢do de vdrios fatores, como concentracio, época,
modo de aplicacao, cultivar e condicdes climaticas.

Por se tratar de um produto téxico, deve-se tomar todas as precau¢des no manuseio da
cianamida hidrogenada. Segundo o Department of Pesticide Regulation (1993) da California,
este produto em ratos, administrada por via oral, causa hepatotoxicidade e toxicidade da
tireoide. Nao € oncogénica, mas a exposicao cronica causa toxicidade na tireoide, onde o nivel
sem efeitos observado para esta toxicidade, em ratos, é de 1mg/Kg.dia”. Por conta disso
torna-se importante haver um método de detec¢do e quantificacdo de cianamida hidrogenada
que seja de f4cil execugdo e baixo custo para realizar monitoramentos sempre que necessario
dos mananciais hidricos das regides que utilizem este produto.

De acordo com a Agéncia de Defesa Agropecudria do Parand (ADAPAR, 2013), no
Brasil a cianamida hidrogenada esta registrada apenas para as culturas de maca, péssego e
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uva. Esta, por ser muito reativa ndo deve ser aplicada com nenhum outro produto, exceto 6leo
mineral emulsiondvel, ou espalhante, quando especificamente recomendados. O tempo frio
continuado ou uma seca prolongada, mesmo com a aplica¢ao da cianamida hidrogenada, pode
retardar a brotacdo. E a chuva nas primeiras horas apds o tratamento tende a remover o
produto antes da absorcdo, sendo necessario reaplica-lo. Apesar deste produto ndo possuir
registro para a cultura do caqui, este ja € utilizado em algumas regides para a quebra artificial
da dorméncia.

E importante a aplicacio de uma irrigacdo racional, na cultura do caqui, com
aplicacdes de volumes pequenos de dgua de forma que as plantas ndo sofram estresse, nem
por déficit e nem por excesso de dgua. Um grau adequado de umidade no solo modera a
queda de frutos e reduz sobretudo a apari¢des de rachaduras, sede de posterior instalacdo de
micélios fangicos (Penicillium, Macrosporium, Botrys, etc.), o que causa depreciacdo
comercial do fruto (Edagi & Kluge, 2009). Isso ocorre devido a um aumento rdpido no
conteddo de dgua a nivel celular, é caracteristica de estacdo de crescimento seca, com um
excesso de umidade no periodo que antecede a maturacdo (Ragazzini, 1985).

O Caquizeiro e a Pos-Colheita dos Frutos

Em pesquisas realizadas no Brasil, no campo fitotécnico, preocupava-se basicamente
as respostas imediatas oferecidas mediante a aplica¢do de determinadas praticas culturais. Os
resultados eram expressos principalmente em termos de produtividade ou rendimento, devido
aos fatores econdmicos. Contudo, sabe-se que as caracteristicas de producdo devem estar
intimamente ligadas aos fatores pés-colheita. Desta forma, o sistema de producdo deve ser
bem caracterizado e algumas préticas culturais sdo pesquisadas no intuito de verificar o
melhor comportamento do produto na pds-colheita (Chitarra & Chitarra, 2005).

Para atender as exigéncias de qualidade do mercado consumidor, existe maior
demanda de conhecimento a respeito da cultura do caqui, incluindo aspectos relacionados a
nutricdo, manejo da planta, bem como estudo das causas e medidas preventivas para
distdrbios fisiologicos na pré e pds-colheita (Souza et al, 2011).

De acordo com Chitarra & Chitarra (2005) as caracteristicas externas de qualidade,
percebidas pelo tato e pela visdo, sdo importantes na diferenciacdo do produto,
particularmente, na decisdo de compra. As caracteristicas internas percebidas pelo sabor,
aroma e tato (sensacdo de textura), combinadas com a aparéncia do produto, sdo importantes
na determinacdo da aceitacdo deste pelo consumidor. A importincia dos atributos da
qualidade muda para cada segmento da cadeia produtiva (desde o produtor até o consumidor).
Os distribuidores enfatizam a aparéncia e a textura, enquanto que os consumidores o flavor
(sabor e aroma) e a textura.

Segundo Guerra & Pereira (2008), no municipio de Antdnio Carlos, em Minas Gerais,
o principal argumento dos produtores de caqui para a ndao formalizacdo de contratos com
atacadistas, o que proporcionaria melhores precos, é o fato de que esses exigem uma
determinada qualidade das frutas em todas as transacdes, contudo esta qualidade poderia nao
ser sempre alcancado pelo produtor. Entretanto, os préprios produtores percebem que esse
entrave poderia ser superado com o amparo de uma associacdo bem estruturada, que poderia
auxiliar estes em todas as etapas da cadeia produtiva.

O tempo de armazenamento, respiracdo, transpiragdo, composicao quimica, aparéncia
externa, estrutura anatomica, senescéncia, qualidade sensorial, e outras caracteristicas do
produto poés-colheita parcialmente refletem as condicdes culturais e ambientais as quais este
foi exposto. Uma série de fatores devem ser levados em consideracdo durante e apds a
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colheita para se obter frutos de boa qualidade. Por exemplo, a determinag¢do do periodo em
que serd realizada. Colheitas ap6s chuvas pesadas devem ser evitadas, devendo ser realizadas
nos periodos mais frios do dia, usualmente no periodo da manha (Chitarra & Chitarra, 2005).
Os frutos devem ser colhidos com cuidado, evitando-se batidas ou lesdes, € colocados em
caixas ou cestas rasas, para serem transportados para os barracdes. Sendo entdo classificados e
embalados ou preparados para sofrerem retirada da adstringéncia (Martins & Pereira, 1989).
A firmeza de polpa é um fator de qualidade em frutos para o consumo in natura, pois indica a
tolerancia do fruto ao transporte e manuseio durante a colheita e comercializagdo (Souza,
2010). Sendo portanto indispensavel para a venda dos frutos de caqui ‘Mikado’, cujos quais
sdo vendidos ainda firmes, diferentes dos frutos da variedade ‘Rama Forte” por exemplo.

O caquizeiro € uma espécie sensivel ao etileno e por esse motivo, a diminui¢dao da
producdo desse hormoénio faz com que se consiga prolongar a vida util do fruto. O
armazenamento refrigerado, associado a técnicas de inibicdo do etileno, se tornam
interessantes no aumento da conservabilidade dos frutos. Aumentando assim o periodo de
comercializacdo da fruta, o que € interessante por conta do periodo relativamente curto que se
tem de colheita (Souza, 2010).

Experimento

Este trabalho foi desenvolvido através de uma parceria entre a Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro — UFRRIJ, a Embrapa Agroindustria de Alimentos, o laboratério de
Bromatologia da Faculdade de Farmdcia da Universidade do Porto, Porto/Portugal, produtores
rurais do distrito de D. Mariana, municipio de Sumidouro — RJ e com o Programa
Institucional de Bolsa de Doutorado Sanduiche no Exterior (PDSE) da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

A caracterizagdo da antecipacao de safra do caqui ‘Mikado’ € apresentada no Capitulo
1. No Capitulo 2 é apresentado o desenvolvimento de uma metodologia de deteccao e
quantificagdo de cianamida hidrogenada em dgua, do qual o artigo foi publicado na revista
Jornal of Chemometrics, com o titulo: Response surface methodology for optimization of
cyanamide analysis by in situ derivatization and dispersive liquid-liquid microextraction.

Os objetivos do presente trabalho foram:

a) caracterizar a safra do caqui ‘Mikado’ na regido serrana do estado do Rio de Janeiro;

b) verificar o efeito da aplicac@o do fitorregulador cianamida hidrogenada e de irrigagao
na antecipagdo de safra das plantas da cultivar ‘Mikado’;

c) avaliar se a antecipag¢do de safra sucessiva prejudica a produtividade das plantas da
cultivar ‘Mikado’;

d) avaliar componentes de qualidade pds-colheita dos frutos de caqui;

e) desenvolver uma nova metodologia de deteccdo e quantificacdo de cianamida
hidrogenada em dgua de diferentes fontes que apresente elevada sensibilidade, baixo
consumo de reagentes, processo de ficil implemento e baixo custo;

f) validagdo da metodologia desenvolvida de acordo com as orientagdes dos organismos
de regulacdo internacional (SANCO).



1. CAPITULO 1

Antecipacao de safra de caquizeiro da cultivar ‘Mikado’ e qualidade pods-
colheita dos frutos

Resumo

O caqui ‘Mikado’ enfrenta grandes dificuldades em sua comercializacdo, pela safra ocorrer
em um curto periodo e pela competicdo com outras cultivares de caquizeiro e outras frutas.
Visando criar alternativas aos produtores, realizou-se experimento na regiao serrana do estado
do Rio de Janeiro para avaliar a antecipacdo sucessiva de duas safras, com a utilizagdao de
cianamida hidrogenada (CH) e a influéncia da irriga¢ao neste processo. Para isto, avaliou-se a
fenologia e produtividade das drvores, e as caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos de 6
tratamentos, em 2 blocos, ao longo de toda a safra e em 2 safras sucessivas. Os dados foram
analisados individualmente, safra por safra, e as duas safras foram entdo comparadas entre si.
Averigou-se que os, nas duas safras, sélidos soluveis totais (SST) e o calibre dos frutos
aumentaram, assim como a porcentagem de perdas no campo no decorrer das colheitas,
enquanto que os taninos condensados (TC) diminuiram. Na 2* safra verificou-se uma
antecipacdo de 2 semanas na brotacdo vegetativa e na floracio das plantas tratadas com CH,
independente da utilizacdo ou nao da irriga¢ao, enquanto que a frutificacdo foi adiantada de
0,5 a 1 semana. Da 1* para a 2* safra a produtividade das arvores e os TC dos frutos
aumentaram ja a acidez total tituldvel, os SST e o calibre (com excecdo dos tratamentos com
cianamida hidrogenada nas duas safras) diminuiram.

Palavras chave: fenologia; Diospyros kaki.; antecipacdo de safra; cianamida hidrogenada,
qualidade de fruto.

Abstract

'Mikado' persimmon faces marketing problems because the harvest occurs in a short period of
the year and there are competition with other cultivars of persimmon and other fruits. Aiming
to create alternatives to the producers, the experiment took place in the mountainous region of
the state of Rio de Janeiro to evaluate the anticipation of two successive harvests with
hydrogen cyanamide (HC) and the influence of irrigation in this process. For this, it was
evaluated the cycle and productivity of trees, and the chemical and physical characteristics of
the fruits of 6 treatments in two blocks throughout the harvest in 2 successive years. Data
were analyzed individually, harvest by harvest, and the two harvests were then compared. It
was verified that the total soluble solids (T'SS) and the caliber of the fruit increased, as did the
percentage of field losses during the crop, whereas condensed tannins (CT) decreased, in both
harvest. In the 2" season there was an anticipation of two weeks in the budding and flowering
of plants treated with HC, regardless of the use or not of irrigation, while the fruiting was
advanced 0.5 to 1 week. From 1% to 2" harvest the productivity of the trees and the CT in the
fruits has increased, while the total acidity, TSS and the caliber in the fruits decreased.

Keywords: phenology; Diospyros kaki.; harvest anticipation, hydrogen cyanamide, fruit
quality



1.1. Introducao

Apesar do caqui ‘Mikado’ ser uma cultivar de grande potencial, problemas com a
retirada da adstringéncia e a concorréncia com outras variedades de caqui mais conhecidos,
como o ‘Rama-Forte’, dificultam sua comercializacdo. Os frutos sdo comercializados
enquanto ainda estdo firmes e geralmente sdo gerados por partenocarpia, ndo possuindo assim
sementes. Como a maioria das técnicas aplicadas para a retirada da adstringéncia interfere na
firmeza dos frutos, ocorre grandes perdas antes mesmo destes serem comercializados.

A antecipagdo de safra desta cultivar, através da quebra antecipada da dorméncia das
gemas, pode vir a diminuir os problemas com o curto periodo de safra. Uma vez que os frutos
poderdo ser oferecidos em um periodo diferente da safra normal, obtendo melhores precos de
venda, compensando assim possiveis perdas, devido as atuais técnicas de retirada de
adstringéncia, e diminuindo a concorréncia com outras cultivares.

A utilizacdo da cianamida hidrogenada para a quebra de dorméncia pode ser uma
alternativa economicamente vidavel e apesar de representar um gasto a mais na produgio, abre
a possibilidade da venda dos frutos em novos mercados por estes serem colhidos e
comercializados fora do pico de producao da safra.

A pesar desta ser registrada apenas para as culturas da maca, pé€ssego e uva, esta vem
sendo utilizada de forma irregular por produtores que precisam realizar a quebra da dorméncia
artificial do caqui em regides de baixo acumulo de horas de frio. E importante, portanto, saber
como este produto se comporta em diferentes variedades de caqui e qual sua influencia na
producdo, produtividade e qualidade dos frutos produzidos.

Mesmo o caquizeiro sendo uma planta rustica, a utiliza¢do da irriga¢do pode ser algo
interessante para a cultura. Esta bem aplicada além de poder vir a auxiliar a diminuir
problemas nos frutos como o aparecimento de rachaduras, pode também ser util na
antecipacao artificial da brotacdo. Caso o produto para a quebra de dorméncia seja aplicado
durante um periodo prolongado de seca € provavel que este, sem a irrigagdo, nao seja capaz
de quebrar artificialmente a dorméncia das plantas.

Pelo fato deste ser uma planta subtropical, deve-se verificar se essa quebra sucessiva
de dorméncia ird afetar as reservas que a planta acumula em seus galhos para a safra seguinte.
Ja que a quebra da dorméncia estard alterando o ciclo fenoldgico da planta.

Se o caquizeiro sofrer um estresse durante a safra que comprometa o acimulo de
reservas para o proximo ciclo, haverd uma queda da produtividade na safra seguinte, podendo
essa queda interferir em mais de uma safra, até que a planta se recupere do estresse.

A qualidade pds-colheita dos frutos € também de fundamental importancia para a
obtencdo e conquista de mercados com melhores precos na venda. Para isso € fundamental
que o fruto mantenha sua qualidade, preservando seus componentes nutricionais e
caracteristicas sensoriais.

O objetivo deste trabalho foi verificar se a quebra da dorméncia no caquizeiro da
variedade ‘Mikado’ (em anos sucessivos) afeta a produtividade das plantas, além de estudar
qual a influéncia da aplica¢do da cianamida hidrogenada e irrigacdo (associadas ou nao) na
qualidade pds-colheita dos frutos e no ciclo fenoldgico das plantas.



1.2. Revisao de Literatura
1.2.1. Caracteristicas Culturais

Existem inumeras variedades de caquizeiro cultivadas no mundo, e hoje em dia ha
também uma série de hibridos (Simao, 1998). Apenas na Asia, centro de origem do caqui,
existem mais de 2000 cultivares, das quais, a maioria € adstringente (Edagi & Kluge, 2009).

A cultivar Fuyu, por exemplo, € promissora em termos de mercado. A colheita
normalmente ocorre num curto periodo, durante os meses de abril e maio. Entretanto, dois
problemas essenciais ainda limitam a harmonizacao da cadeia produtiva: o abortamento floral
e o curto periodo de conservagdo da fruta (Porfio-da-silva, 2008).

Anualmente o caquizeiro forma a partir de uma gema o ramo produtivo da safra, tendo
que para isso recorrer inicialmente a reservas (presentes nos ramos e raizes) do ano anterior.
Produzindo no mesmo ano agricola matéria seca, tanto para o crescimento vegetativo, como
para o reprodutivo, além de deixar reservas suficientes para o proximo ciclo. Sendo que os
frutos sdo responséveis por exportar, com uma colheita de 27,7 t.ha™ de frutos: 25,5Kg.ha1'1 de
nitrogénio; 5,7 Kg.ha'1 de fésforo; 51,5 Kg.ha'1 de potéssio; 6,8 Kg.ha'1 de calcio; 2,8 Kg.ha'1
de magnésio; e 5,1 Kg.hal'1 de enxofre (Takahashi et al., 2010).

A época de ocorréncia da brotagao das gemas é importante, uma vez que influencia o
periodo de desenvolvimento do fruto, sendo que seu atraso reduz esse periodo dificultando a
perda natural de adstringéncia, ao passo que sua antecipacdo coloca em risco 0
desenvolvimento das brotagdes em regides sujeitas a geadas (Razzouk, 2007). Uma diferenca
marcante de temperatura entre o dia e a noite durante o verao favorece a diferenciacdo de um
maior nimero de gemas em flores. As condi¢des ambientais e nutricionais adequadas a
atividade vegetativa sdo favordaveis também a diferenciacdo de flores femininas (Ragazzini,
1985).

O caquizeiro pode possuir flores unissexuadas didicas, onde os sexos se encontram
separados em individuos diferentes, e/ou algumas vezes bissexuadas. As flores masculinas
sdo axilares, unidas em cimeira, com trés flores curto-pecioladas ou subsésseis, pequenas,
pendulosas, varidveis em dimensdes, com 0,8 a 1,8cm de comprimento, apresentando de 14 a
24 estames inseridos aos pares na base da corola e no ovério rudimentar. Ja as flores
femininas sdo normalmente solitdrias nas axilas dos ramos do ano anterior ou da estagcdo, em
desenvolvimento, com 1,5 a 2,5cm de comprimento e 0,5 a lcm de largura. Enquanto as
flores hermafroditas sdo raras e acham-se associadas as flores masculinas (Martins & Pereira,
1989; Simao, 1998).

Segundo Ragazzini (1985), as plantas de caquizeiro podem apresentar: a) s6 flores
femininas (pistiliferas); b) s6 flores masculinas (estaminiferas); c) sé flores hermafroditas; d)
flores masculinas e femininas; e¢) flores femininas e hermafroditas; f) flores masculinas e
hermafroditas; g) flores masculinas, femininas e hermafroditas. Contudo € mais comum
encontrar plantas com apenas flores femininas ou com flores femininas e masculinas. As
plantas de algumas variedades podem também produzir flores diferentes em periodos
temporais distintos de sua vida, produzindo apenas flores masculinas na fase inicial e apenas
flores femininas quando ja desenvolvidas.

O caquizeiro € uma fruteira sujeita a alternancia de producgdo (Corsato, 2004). Devido
a competitividade entre os ramos vegetativos e os frutos ¢ comum que haja alternancias na
producdo de uma safra para outra. Quando em uma safra ocorre grande producgdo de frutos,
nao hd acimulo de reserva suficiente nos ramos para garantir um desenvolvimento adequado
da parte aérea da préxima safra para mais uma grande produgdo. De acordo com Ojima et al.
(1985) a alternancia de producdo, caracteristica natural do caqui 'Pomelo’, pode ser controlada
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mediante poda severa de ramos no inverno e desbaste precoce dos frutos em excesso, em anos
em que se espera frutificacdo abundante.

De acordo com Corsato et al. (2005) frutos de caqui sem sementes sao fracos
competidores por carboidratos em relagdo aos pontos de crescimento vegetativo. Segundo
esses autores, estudos anteriores t€ém evidenciado que, entre as razdes para esse fato destacam-
se: o tempo de desenvolvimento para que as folhas se torne efetivamente fonte de
carboidratos; a extrema sensibilidade de frutos sem sementes a baixas irradidncias; € o baixo
conteddo em carboidratos de reserva nos respectivos ramos onde esses frutos estariam se
desenvolvendo.

Segundo Ragazzini (1985), ja foram detectados diversos fatores que podem induzir um
aumento da queda dos frutos, como por exemplo: um excesso de umidade, desequilibrio
hidrico, desequilibrio nutricional (especialmente caréncia de fésforo e potdssio), poda ndo
equilibrada em relagcdo ao vigor da planta, adversidades atmosféricas, desfolhacdo precoce da
planta produzida por granizo.

Quanto mais tempo os frutos permanecerem nas arvores, mais chances estes possuem
de serem abortados. Contudo, depois da maturacao fisioldgica até a colheita, o fruto de caqui
ainda continua crescendo enquanto estiver na drvore (Ragazzini, 1985). Os frutos com
sementes parecem apresentar tendéncia a amadurecimento precoce quando comparados com
os da mesma variedade e sem sementes. A presenca da semente pode alterar, principalmente,
a cor da polpa, o tamanho e o sabor dos frutos de certas variedades, enquanto que em outras,
os frutos apresentam as mesmas caracteristicas, quer tenham ou ndo sementes. Sendo estas
desejdveis em certas variedades e indesejdveis em outras (Martins & Pereira, 1989; Simao,
1998).

1.2.2. Dorméncia e sua Quebra Artificial pelo uso da Cianamida Hidrogenada

As fruteiras de clima temperado caracterizam-se pela queda das folhas no final do
ciclo e a consequente entrada em dorméncia. Durante este periodo, a planta ndo demonstra
crescimento, porém as atividades metabdlicas continuam, embora reduzidas (Perussi, 2009).

A quebra de dorméncia das plantas caducifélias envolve fatores internos, como
balanco dos promotores e inibidores de crescimento, ou externos, como temperatura,
fotoperiodo e a radiacdo solar, entre outros. Dos fatores externos, o que mais se destaca € a
temperatura, sendo que, quando as plantas sdo cultivadas em regides com insuficiéncia de frio
hibernal, apresentam sintomas de falta de adaptac@o, como atraso e maior durag@o do periodo
de floracdo e abertura de menor nimero de gemas floriferas e vegetativas, resultando em
reduc¢do na producao, com frutos desuniformes e de baixa qualidade (Razzouk, 2007).

As pulverizacdes quimicas com substancias (reguladores de crescimento) sao de uso
comercial corrente para acelerar ou retardar a maturagdo, promover a abscisdo de folhas e
frutos, ou para iniciar e uniformizar o periodo de floracdo. Essas técnicas (quando
devidamente aplicadas) uniformizam a aparéncia, o grau de maturacdo e asseguram colheita
uniforme (com maior rendimento), facilitam o manuseio e melhoram o valor de
comercializacdo (Chitarra & Chitarra, 2005)

De acordo com o Department of Pesticide Regulation (1993), a cianamida hidrogenada
causa vernalizacdo quimica e brotacdo uniforme nas plantas. Este produto de acordo com
Ayub et al. (2009) pode ter o efeito de fixar mais os frutos a planta, provavelmente devido ao
aumento da atividade metabdlica do ovario, aumentando o fluxo de metabdlitos para o fruto.
Isso reduz a queda destes. A quebra de dorméncia pela cianamida hidrogenada € interessante
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para uniformizar e compatibilizar o florescimento de cultivares de poliniza¢do cruzada, bem
como antecipar e melhorar a producao.

Os efeitos da aplicacdo da cianamida hidrogenada em caquizeiro variam em funcdo de
varios fatores, como concentragdo, época, modo de aplicacdo, cultivar e condi¢des climdticas
(Mizobutsi et al., 1997). Esta tem o efeito de quebra de dorméncia e de uniformizar a brotagao
e a floracdo (Mizobutsi et al., 2003). De acordo com Mizobutsi et al. (2004), quanto mais
tarde € a aplicac@o da cianamida hidrogenada, menor € a antecipac@o da colheita. Uma vez
que serd menor a antecipacdo da brotacao e do florescimento.

Segundo estudos realizados por Palladini & Patri (1999), a eficiéncia de diferentes
volumes de caldas (com a mesma dosagem de cianamida hidrogenada e 6leo mineral) ndo
apresenta diferenca na quebra da dorméncia em macieiras, desde que ocorram 800 unidades
de frio. Segundo os autores, deve-se basear a dosagem, para macieiras, de acordo com
unidades de frio que ocorrer no inverno, aumentando a dosagem a medida que diminui o
nimero de unidades de frio.

Para mensurar a quantidade de frio o modelo mais utilizado € a soma diaria das horas
com temperaturas iguais ou inferiores a 7,2°C, resultando nos nuimeros de horas de frio
(NHF). Entre os modelos utilizados para calcular as unidades de frio (UF) destacam-se os de
Utah, Carolina do Norte e suas modificacdes (Biasi et al., 2010).

A cianamida hidrogenada € aplicada em plantas ainda dormentes, recém podadas, ndo
diretamente em seus frutos. Com base nas propriedades fisicas e quimicas da cianamida
hidrogenada, estudos ambientais e estudos de residuos em uva, ndo se espera que seus
residuos sejam encontrados em frutas. Consequentemente, ndo se espera a exposicdo a
cianamida hidrogenada através da dieta, sendo considerado apenas a exposi¢ao ocupacional
da utilizacao desta (Department of Pesticide Regulation, 1993).

Como a cianamida hidrogenada nao € sist€émica, possuindo assim uma acao localizada
€ necessdrio que a pulverizacdo atinja todos os ramos da planta, molhando-os até o ponto de
gotejamento, para que se tenha o maximo efeito. Contudo, como a aplicacdo € realizada no
periodo em que a planta tem a menor superficie disponivel para a deposi¢ao e reten¢do dos
produtos aplicados, o volume de solucdo gasta ndo € tdo elevado (Palladini & Patri, 1999).

1.2.3. Cianamida Hidrogenada, seus Riscos e Cuidados

A utilizacdo de produtos quimicos, que promovam e uniformizem a brotacdo e a
floracdo € pratica comum na viabilizagdo dos cultivos de frutiferas de clima temperado,
porém, nem sempre os resultados sao satisfatérios, sobretudo em locais onde ocorre baixo
actimulo de frio. Com a proibi¢do do uso dos sais de dinitro, a melhor op¢do para a superagdo
artificial da dorméncia passou a ser a utilizacdo da cianamida hidrogenada (Perussi, 2009).

Com base nas informagdes atuais disponiveis de toxicidade, o DPR (Department of
Pesticide Regulation) chegou a conclusdo que a cianamida hidrogenada provoca efeitos
adversos no figado, tireoide, rins, ovdrio e testiculos de animais utilizados como cobaias em
laboratério, apesar de nao existir relato de doencgas ou lesdes, para o Pesticide Illness
Surveillance Program do DPR, na Califérnia, até 1991. O DPR concluiu ainda que, na
auséncia de dados adicionais para o contrario, esta tem o potencial para provocar efeitos
semelhantes em seres humanos. Portanto, a utilizacdo de equipamento de prote¢do individual
por todos que participem em sua aplicag¢do € indispensavel. Para material de grau técnico, o
LD50 oral em ratos foi de 125mg/Kg, enquanto que o LD dérmico em coelhos variou de
742mg/Kg a 901 mg/Kg. J4 a inalacdo, CL50, foi superior a 1000mg/m’ (Department of
Pesticide Regulation, 1993).
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No Brasil a cianamida hidrogenada estd registrada apenas para as culturas de maga,
péssego e uva (ADAPAR, 2013). Diante desta situacdo e da real utilizagdo da cianamida
hidrogenada pelos produtores de caqui, que precisam realizar a quebra de dorméncia artificial
nas plantas, torna-se cada vez mais necessario estudos sobre o comportamento deste produto,
sobretudo em relacdo a sua capacidade de contaminagdo ambiental. A utilizacdo pelos
produtores sem autorizacdo, por necessidade, mostra a importancia da regularizacdo de sua
utilizac¢do na cultura do caqui.

1.2.4. Producao e Produtividade

Virios fatores influem na produgdo e na produtividade do caquizeiro. A fertilidade do
solo e a adubacdo sdo fatores de grande influéncia. Segundo Souza (2010), em experimentos
com plantas de caqui ‘Fuyu’, a adicao de adubagdo nitrogenada melhorou a produtividade do
caquizeiro. Contudo, esta adubacgdo parece ter interferido negativamente na firmeza da polpa
dos frutos quando usada em doses mais elevadas.

Outro fator que pode influenciar a produtividade das plantas é o uso da irrigacao.
Apesar do caquizeiro ser uma planta rustica, vigorosa e altamente produtiva (Martins &
Pereira, 1989), e ndo requer grande utilizag@o da irrigacio para seu cultivo. Sendo, inclusive,
comum trabalhos de pesquisa, como o de antecipacdo de safra (Mizobutsi et al.; 1997;
Mizobutisi et al., 2004; Carvalho & Alves, 2007) e de variacdo de nitrogénio em ramos
produtivos (Aguiar, 2010), nao utilizarem irrigacdo alguma na cultura. A utilizacdo da
irrigacdo de forma correta é importante para melhorar a qualidade dos frutos colhidos e da
produtividade.

1.2.5. Irrigacio

Um grau adequado de umidade no solo modera a queda de frutos e reduz sobretudo as
apari¢oes de rachaduras, local de posterior instalagdo de micélios fingicos (Penicillium,
Macrosporium, Botrys, etc.), causando depreciacdo comercial. As rachaduras ocorrem devido
a um aumento rdpido no conteido de dgua no fruto, a nivel celular. Isso é caracteristico de
estacdo seca na época de crescimento do fruto, com um excesso de umidade no periodo que
antecede a maturacio deste (Ragazzini, 1985).

Existem vérios sistemas de irrigagao, tais como o de aspersdo, sulco e microaspersao.
A escolha do melhor sistema a ser utilizado depende de informagdes tais como solo, relevo,
cultura, incidéncia de pragas e doengas, viabilidade econdmica, entre outras. No sistema de
microaspersao, a aplica¢do da dgua, e se necessdrio, de produtos quimicos, ¢ numa fragdo de
volume de solo explorado pelas raizes das plantas, de forma circular ou em faixa continua. A
selecdo, por parte do produtor, de um sistema de irrigacdo inadequado pode acarretar elevacao
dos custos de producdo, diminuicdo da produtividade agricola e elevacdo posterior da
escassez de dgua (Sobel & Costa, 2005).

A irrigacdo por aspersdo € adaptdvel a diversas condicdes de relevo e taxa de
infiltracdo do solo. Contudo, pode propiciar o desenvolvimento de doengas foliares. O efeito
do vento pode afetar a uniformidade de distribuicdo e a efici€ncia (Trentin, 2005).

1.2.6. Pos-Colheita

Um dos pontos de estrangulamento da cadeia produtiva do caquizeiro € a dificuldade
de manter a qualidade dos frutos colhidos (Mufioz, 2002). A qualidade p6s-colheita dos frutos
come¢a no campo, bem antes da colheita. Visando evitar injirias nos frutos de caqui e
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garantir a qualidade, os produtores de Sdo Paulo utilizam a prética de ensacamento dos frutos
no campo (Rocha & Benato, 2006). Silva (2005) também relata o ensacamento de frutos de
caqui Fuyu. Ao serem colhidos, os sacos de papel podem ser retirados no campo ou no galpao
de embalagem durante a classificagdo.

Os frutos apresentam-se sob vdrias formas, ora achatado, ora globoso, quadratico, com
forma de cone, etc. A cor da casca (de acordo com a variedade), varia de amarelo-alaranjado a
vermelho, e a cor da polpa também sofre alteracdo com a presenga ou auséncia de sementes.
Estes s@o ricos em amido, pectina e agucares, principalmente glicose, € ndo apresentam
acidez. O fruto verde € rico em tanino e a medida que amadurece, parte deste se transforma
em acgucares e parte € consumida na respiragdo. A adstringéncia dos frutos maduros de
algumas variedades se deve ao tanino simples solivel em dgua, ndo apresentado adstringéncia
se o tanino estiver coagulado ou polimerizado. O fruto apresenta ainda bom teor de vitaminas
A e C (Martins & Pereira, 1989; Simao, 1998).

Este estd provido de um pedunculo lenhoso de 1-1,25cm, de longitude, que termina em
um cdlice persistente. A presenga do cdlice é essencial. Na fase anterior a maturagdo, se as
folhas forem retiradas dos galhos, deixando apenas os frutos, esses continuam crescendo.
Contudo, se retirar as folhas dos cdlices do fruto, este e as sementes irdo parar o seu
desenvolvimento. Parece que as folhas dos cdlices sdo locais de processos enzimdticos e
hormonais (auxinicos) que regulam o desenvolvimento do fruto, a respiracdo, a transpiragao e
a translocacdo de compostos nutricionais (Ragazzini, 1985).

Nao existe indice objetivo que pode determinar o comego das operacdes de colheita
dos frutos. O ponto de colheita pode ser determinado pelas diferentes tonalidades por que
passa o fruto até atingir a maturagdo morfolégica. No inicio, a casca apresenta-se com
coloracdo verde clara, passando a amarelo-avermelhada nas variedades do grupo Sibugaki
(polpas sempre taninosas) e a verde-amarelada nas do grupo Amagaki (polpas ndo apresentam
taninos, também chamados de frutos doces ou duros). A colheita € feita por uma leve tor¢ao
do pedinculo ou com tesoura apropriada, sendo o corte bem rente ao cdlice. Contudo o tempo
de colheita aumenta com a utilizacao de tesouras (Ragazzini, 1985; Martins & Pereira, 1989;
Simaio, 1998).

A adstringéncia € um fator importante na qualidade pds-colheita dos frutos de caqui.
Sendo desejado que estes ndo contenham adstringéncia para a comercializacdo in natura.
Segundo Chitarra & Chitarra (2005) a sensa¢do de adstringéncia percebida em alguns frutos é
conectada com a reacdo tanante (ligacdo com proteinas) e depende, sobretudo, do niimero de
grupos de hidroxila (OH) fendlicos por molécula do composto. Surge dai a designacdo de
“taninos” para os compostos que apresentam adstringéncia. A adstringéncia acentuada produz
uma sensagao desagraddvel na boca, em pequenas por¢des ou em combinagdes com outros
fatores do sabor, podendo contribuir para um “flavor” desejavel, como em vinhos produzidos
com cultivares de uvas pigmentadas.

A retirada de adstringéncia adequada dos frutos de variedades taninosas, como o
‘Mikado’ e o ‘Taubaté’, ou varidveis, como o ‘Rama-forte’ e o ‘Giombo’, é uma grande
dificuldade para a manutencdo da pds-colheita do caqui. O fruto de caqui imaturo é
adstringente devido ao tanino solivel presente em células especializadas. A reducdo da
adstringéncia durante o desenvolvimento e amadurecimento de cultivares adstringentes e o
desaparecimento da adstringéncia de cultivares ndo adstringentes estd relacionado com a
capacidade natural de remover o conteido de tanino existentes na polpa do fruto (Campo-
Dall’ et al., 1996).

Na retirada da adstringéncia, o acetaldeido € o composto responsdvel pela
polimerizacdo das moléculas de tanino. A penetragdo do etanol, na retirada artificial da
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adstringéncia no fruto ocorre principalmente através da superficie da casca, aumentando
proporcionalmente em funcdo de sua concentracdo na atmosfera. Sendo preferivel aplicar o
alcool ao invés de aplicar diretamente o acetaldeido porque os frutos possuem uma maior
eficiéncia em absorver o etanol em comparacao com o acetaldeido. Ao ser absorvido, o etanol
¢ transformado em acetaldeido pela acdo da enzima dlcool desidrogenase (Edagi & Kluge,
2009).

1.3. Material e Métodos

O experimento, com a variedade de caqui ‘Mikado’, foi conduzido em duas
propriedades rurais de base familiar do distrito de D. Mariana no municipio de Sumidouro —
RJ, onde cada propriedade constituiu um bloco experimental.

Na 1? propriedade, onde se localizou o Bloco B1, o pomar era constituido por arvores
com mais de 20 anos de idade, plantadas em declive, com espacamento de 5 X Sm. Enquanto
que na 2° propriedade, onde se localizou o Bloco B2, o pomar era constituidos por arvores de
6 anos de idade (inicio dos experimentos), localizado em terreno de baixada, tendo também o
espacamento de 5 X 5m. As avalia¢des fenoldgicas das plantas foram realizadas no campo, ja
as fisicas e quimicas dos frutos foram realizadas no laboratdrio de Fisiologia da Pds Colheita
da Embrapa Agroindustria de Alimentos.

O experimento foi conduzido ao longo de duas safras agricolas (2010-2011 e 2011-
2012). Com excec¢ao da avaliacdo de fenologia, todas as avalia¢des foram realizadas nas duas
safras.

Uma vez que as colheitas foram efetuadas no decorrer de toda a safra agricola, foi
possivel, ndo s6 avaliar e comparar as duas safras, como também avaliar e comparar o
decorrer de cada uma das safras individualmente (ao longo das colheitas realizadas de 15 em
15 dias), em relacdo a producdo, produtividade e caracteristicas dos frutos. Permitindo
inclusive a comparagdo de colheita a colheita da primeira safra com a segunda safra agricola.

Foram avaliados os seguintes tratamentos (Tabela 1) para quebra de dorméncia das
gemas vegetativas das plantas de caquizeiro ‘Mikado’ ao longo dos trés anos de avalia¢do, em
duas safras diferentes, sendo a cianamida hidrogenada aplicada a partir da segunda quinzena
do més de Junho dos anos de 2010 e 2011, de acordo com o cronograma estipulado:

T1 - Controle, onde nao foi aplicada irrigacdo e nem a cianamida hidrogenada;

T2 - Aplicacio de irrigagdo e de cianamida hidrogenada na dose de 7 mL.L"' com 6leo
mineral na dose de 8,0 mL.L" nas duas safras agricolas (2010-2011 e 2011-2012);

T3 - Aplicacio de irrigacio e cianamida hidrogenada na dose de 7 mL.L"' com 6leo mineral
na dose de 8,0 mL.L"' apenas na primeira safra agricola (2010-2011);

T4 — Aplicacdo de irrigacdo nas duas safras agricolas (2010-2011 e 2011-2012);

TS — Nao houve aplicacdo de irrigagdo, apenas aplicacdo de cianamida hidrogenada na dose
de 7 mL.L"' com 6leo mineral na dose de 8,0 mL.L"! nas duas safras agricolas (2010-
2011 e 2011-2012);

T6 — Nao houve aplicacdo de irrigagcdo, apenas aplicacdo de cianamida hidrogenada na dose
de 7 mL.L" com 6leo mineral na dose de 8,0 mL.L" apenas na primeira safra agricola
(2010-2011);
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Tabela 1. Tratamentos do experimento de antecipacdo de safra de
caquizeiro ‘Mikado’ com wuso de fitorregulador
(cianamida hidrogenada).

1° Safra (2010-2011) 2" Safra (2011-2012)

Tratamento CH IR CH IR
T1
T2 X X X X
T3 X X
T4 X X
TS X X
T6 X

Obs: CH — Com cianamida hidrogenada; IR — Irrigagdo.

O produto comercial utilizado, que continha cianamida hidrogenada, possuia uma
concentracdo de 52,0% m/v (520 g.L'l) de principio ativo. Sendo adquirido no ano da
aplicacdo, uma vez que possuia validade de apenas 12 meses.

O sistema de irrigacdo utilizado foi o de microaspersdo, o qual era acionado pelo
produtor, em cada propriedade. Estes por sua vez utilizavam os mesmos critérios que usavam
nas culturas anuais que também cultivam em suas propriedades, ndo havendo quantificacdo da
dgua aplicada. O sistema era sempre ligado no inicio da manha ou no final da tarde.

A microaspersao foi escolhida como sistema de irrigacao por apresentar alta eficiéncia
na aplicagdo da dgua e por ser indicada a fruticultura de modo geral. Principalmente para
locais de relevo acidentado (caso da propriedade do Bloco B1) para evitar problemas como a
€rosao.

O experimento foi conduzido em dois blocos ao acaso, constituidos por seis parcelas
experimentais formadas por trés linhas de plantio, contendo quatro plantas por linha, com uma
parcela util constituida por duas plantas centrais (Figura 1). Utilizando-se um total de 216
plantas, sendo destas avaliadas 36 plantas.
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ao experimento

Figura 1. Esquema da disposi¢do das plantas do experimento no
tratamento e no bloco.

O Bloco BI1 era constituido por drvores de mais de 20 anos de idade, plantadas em
declive. Enquanto que o Bloco B2 era formado por arvores de 6 anos de idade (inicio do
experimento), localizadas em drea de baixada. Os dois blocos possuiam um espacamento
entre drvores de 5 X 5m.

Segundo Corsato (2004), apesar do seu crescimento lento, o caquizeiro atinge portes
que variam de trés a quinze metros, levando de sete a oito anos para atingir a maturidade.
Entrando em producdo comercial a partir do terceiro ano, sendo que a frutificacdo cresce
progressivamente até os 15 anos, quando se estabiliza.

1.3.1. Aplicacao dos Tratamentos

Para evitar a dilui¢do da calda de cianamida hidrogenada pelo orvalho presente sobre
os ramos das drvores (Figura 2), os tratamentos foram aplicados apds a evaporacao deste (o
que ocorreu por volta das 10 horas). A aplicacdo foi realizada até no mais tardar as 16 horas,
tentando-se evitar as temperaturas mais baixas no periodo do final da tarde, uma vez que o
fabricante alerta que o desempenho do produto pode ser afetado pelo frio. A aplicagdo seria
repetida caso chovesse até 48 horas apds a aplica¢do dos tratamentos entretanto nao foi este o
caso.

Os tratamentos foram administrados por bloco, ou seja, quando iniciada a aplicacdo de
um determinado bloco, todas as arvores experimentais do bloco recebiam seus respectivos
tratamentos no mesmo dia. A calda era aplicada em toda a parcela experimental de um
tratamento, para entdo ser aplicada na parcela seguinte.
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Figura 2. Orvalho sobre os ramos das plantas de caqui.

A sequéncia de aplicacdo dos tratamentos foi aleatdria, sendo esta realizada no mesmo
sentido do vento predominante na drea, no momento da aplicagdo. Foi utilizado pulverizador
elétrico para aplicar a calda nas 4rvores até o ponto de escorrimento, sendo obrigatério o uso
de EPI (Equipamento de Protecdo Individual) por todos os que participaram da aplicagcdo
(Figura 3). A frequentagdo do pomar foi proibida até que todo o produto aplicado estivesse
totalmente seco sobre plantas.
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Figura 3. Aplicacdo da calda (A), EPI utilizado obrigatoriamente por todos que participaram
da aplicacdo (B) e ponto de escorrimento da calda apds a aplicagdo (C).

Caso o vento predominante no momento da aplicacdo fosse muito forte, o que ndo
ocorreu durante as duas safras, uma barreira feita de lona seria utilizada para evitar que a
derivacdo do produto afetasse os outros tratamentos.

E aconselhado que antes da aplicacio da calda as plantas sejam podadas para ajudar no
estimulo da brotagdo e para evitar a poda com a planta jia brotada. Contudo como os
produtores ndo realizam poda de producdo nesta variedade, esta ndo foi feita. Na variedade de
caqui ‘Mikado’ os produtores efetuam somente a poda de formacdo em mudas e a poda de
limpeza, ou seja, eles podam apenas os ramos mortos que ndo brotaram.

1.3.1.1. Safra 2010-2011 (1* Safra)

As drvores, que estavam em estado de dorméncia, dos tratamentos T2, T3, TS e T6 dos
blocos B1 e B2 foram submetidas a aplicacido de solu¢do contendo cianamida hidrogenada e
6leo mineral (7mLL"' e 8mL.L", respectivamente) em primeiro de Julho de 2010
(01/07/2010).
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Aplicou-se em média de 6,5L de calda por planta nos tratamentos do bloco Bl e 3,7L
de calda por planta nos tratamentos do bloco B2. O baixo volume de calda usado no bloco B2
se deve ao porte das plantas, sendo estas menores por se tratar de um pomar jovem (6 anos).
Considerando-se apenas a cianamida hidrogenada (produto comercial) e o 6leo mineral,
gastou-se em média 0,046L e 0,052L, respectivamente, por planta no bloco B1. Sendo que no
bloco B2 gastou-se em média 0,026L e 0,029L, respectivamente, por planta. O que em termos
de hectare (para o espacamento utilizado) representaria, respectivamente, em média 92L e
52L de cianamida hidrogenada (produto comercial) e 104L e 58L de 6leo mineral.

1.3.1.2. Safra 2011-2012 (2* Safra)

As arvores, que estavam em estado de dorméncia, dos tratamentos T2 e TS5 dos blocos
B1 e B2 foram submetidas a aplica¢do de solucdo contendo cianamida hidrogenada e dleo
mineral (7mL.L'1 e 8mL.L'1, respectivamente) nos dias doze de Julho de 2011 (12/07/2011),
no bloco B1, e no dia treze de Julho de 2011 (13/07/2011), no bloco B2. Este atraso na
aplicacdo dos tratamentos ocorreu devido as mds condi¢des climéticas, que impossibilitaram a
aplicacdo do produto, que estava prevista para a segunda quinzena de Junho.

Aplicou-se em média 5,983L de calda por planta nos tratamentos do bloco Bl e
4,811L de calda por planta nos tratamentos do bloco B2. Considerando-se apenas a cianamida
hidrogenada e o 6leo mineral, gastou-se em média 0,042L de cianamida hidrogenada (produto
comercial) e 0,048L de 6leo mineral por planta no bloco B1. Sendo que no bloco B2 gastou-
se em média 0,034L de cianamida hidrogenada (produto comercial) e 0,038L de 6leo mineral
por planta. O que em termos de hectare (para o espacamento utilizado) representaria,
respectivamente, em média 84L e 68L de cianamida hidrogenada (produto comercial) e 96L e
76L de 6leo mineral.

1.3.2. Avaliacao Fenolégica

A avaliacdo fenoldgica foi realizada apenas durante a safra 2011-2012 (2* safra).
Selecionou-se quatro ramos por arvore da parcela principal (oito ramos por tratamento), onde
cada ramo se encontrava em um quadrante (Norte, Leste, Sul e Oeste, sendo respectivamente:
R1, R2, R3 e R4), totalizando 96 ramos que foram avaliados individualmente. Estes foram
selecionados com base na safra em que se desenvolveram, sendo considerado para avaliagio
os ramos a partir da safra 2009/2010 (Figura 4).

Apés a marcacdo, com a utilizacdo de etiquetas, os ramos foram avaliados
semanalmente para verificar a data e propor¢do da brotagdo vegetativa, do surgimento das
flores (fechadas e abertas) e do surgimento dos frutos (frutos tipo “chumbinho” e frutos em
desenvolvimento). As avalia¢des tiveram inicio uma semana apds a aplicacdo dos tratamentos
até uma semana anterior ao inicio da colheita, sendo realizado 30 avaliacdes durante o periodo
de dezenove de Julho de 2011 (19/07/2011) a primeiro de Marco de 2012 (01/03/2012).

18



Satra 2008/2009

Satra 2009/2010
Satra 2010/2011

Safra 2007/2008

Figura 4. Esquema dos galhos de uma planta de caqui com as respectivas datas de safras que
cada ramo se originou (A) e vista superior do posicionamento dos ramos na copa da
arvore da parcela principal segundo o quadrante onde estes se encontravam (B).

Ao se avaliar a data do aparecimento de cada estrutura (folhas, flores e frutos),
verificou-se ndo haver diferenca entre os blocos. Devido a isto, a data de aparecimento dessas
estruturas em cada tratamento foi avaliada considerando-se a média (em relacdo aos blocos)
do periodo (semanas apds aplicagcdo dos tratamentos) em que a primeira estrutura, em questao,
surgiu, até o maximo de seu aparecimento. Para o periodo de abortamento (flores e frutos)
considerou-se a data em que ocorreu, independente do bloco. A brotacdo vegetativa,
florescimento (flor fechada e flor aberta) e frutificacdo (fruto tipo “chumbinho” e fruto em
desenvolvimento) foram classificadas conforme a Figura 5.

Para andlise estatistica considerou-se a porcentagem dos dados coletados, onde na
brotacdo, esta foi obtida a partir do niimero de gemas vegetativas brotadas pelo numero de
gemas vegetativas que o ramo selecionado apresentava. Para as flores fechadas, flores abertas,
frutos tipo “chumbinho” e frutos em desenvolvimento, foram obtidas a partir do nimero total
de cada uma destas estruturas pelo nimero total de flores fechadas. Considerou-se como
abortamento de cada estrutura a diferenca no total entre a avaliagdo em questdo e a avaliacdo
anterior (desde que a estrutura em questdo ndo tivesse se transformado na seguinte) e a
porcentagem de abortamento foi obtida com o nimero de flor e/ou fruto abortado pelo
ndmero total de flores fechadas.

O delineamento utilizado foi o de blocos ao acaso com parcelas perdidas. Os
resultados foram interpretados por andlise de varidancia (ANOVA), considerando-se os
diferentes tratamentos, blocos e a interacdo entre estes. Foi aplicado o teste de Fisher (LSD) a
fim de verificar as diferencas entre as médias das avaliacdes fenoldgicas (intensidade de
aparecimento de flores fechadas, flores abertas, frutos tipo “chumbinho”, frutos em
desenvolvimento e seus referentes abortamentos) ao nivel de 5% de probabilidade, quando
estas eram definidas pela ANOVA como significativamente diferentes. Foi utilizado o
software STATISTICA versao 8.0 da StatSoft Inc.

Realizou-se andlise de correlagdo entre o nimero de flores fechadas por ramo
analisado e a porcentagem de perdas totais (abortamento de flor fechada, flor aberta, fruto tipo
“chumbinho” e fruto em desenvolvimento), sendo estas andlises de correlacdo testadas pela
ANOVA para determinar sua significancia.
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Figura 5. Estruturas vegetais analisadas durante as avaliagdes fenoldgicas: gema vegetativa
ndo brotada (A); gema vegetativa brotada (B); flor fechada (C); flor aberta (D);
fruto tipo “chumbinho” (E); fruto em desenvolvimento (F).

1.3.3. Colheita e Produtividade

As colheitas para o experimento foram realizadas com auxilio de tesoura de poda, ndo
efetuando-se qualquer tipo de selecdo dos frutos, antes ou depois desta. Apenas as duas
arvores pertencentes a parcela ttil de cada tratamento tiveram seus frutos colhidos. Para a
retirada do campo e transporte utilizou-se uma caixa de plastico (medidas internas: 51,5cm X
32,9cm X 13,0cm) com o interior revestido de plastico bolha, onde os frutos foram
acondicionados em duas camadas.
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Colheu-se os frutos fisiologicamente maduros, de forma aleatdria, independente de
apresentarem ou ndo injurias. As colheitas foram efetuadas em todas as faces e alturas de uma
das arvores da parcela util até que a primeira camada de frutos da caixa fosse completada.
Repetiu-se entdo o procedimento na segunda arvore até a segunda camada de frutos da caixa
estar completa. Os frutos desta caixa foram embalados individualmente com papel toalha e
encaminhados para a Embrapa Agroindustria de Alimentos. Estes foram transportados em
veiculo fechado no periodo da madrugada, evitando-se assim altas temperaturas. Em média a
duracdo de cada transporte foi de cinco a seis horas.

Apés a colheita para as andlises de caracterizacdes fisicas e quimicas, os frutos
restantes das drvores da parcela util que apresentavam-se fisiologicamente maduros foram
colhidos. Esses foram entdao pesados, para a contabilizacio da produtividade, e
comercializados pelos produtores. Os que ja se apresentavam maduros de mais (moles) para a
comercializa¢do foram colhidos separadamente e pesados para avaliar a perda que ocorre no
campo. Esses procedimentos se repetiram ao longo das duas safras, sendo a colheita efetuada
de 15 em 15 dias, até que nao houvesse mais frutos para serem colhidos.

O delineamento utilizado foi o de blocos ao acaso com parcelas perdidas. Os
resultados foram interpretados por andlise de varidancia (ANOVA), considerando-se os
diferentes tratamentos, colheitas e safras. Foi aplicado o teste de Fisher (LSD) para se
verificar as diferengas entre as médias das andlises de produgdo e produtividade das arvores
de caquizeiro ao nivel de 5% de probabilidade, quando estas eram definidas pela ANOVA
como significativamente diferentes. Foi utilizado o software STATISTICA versio 8.0 da
StatSoft Inc.

1.3.3.1. Safra 2010-2011 (1* Safra)

A colheita foi realizada de 15 em 15 dias de vinte e oito de Fevereiro de 2011
(28/02/2011) até doze de Maio de 2011 (12/05/2011).

1.3.3.2. Safra 2011-2012 (2* Safra)

A colheita foi realizada de 15 em 15 dias de oito de Marco de 2012 (08/03/2012) até
dezoito de Maio de 2012 (18/05/2012).

1.3.4. Avaliacao e Caracterizacao dos Frutos

Apo6s a chegada dos frutos no laboratério de fisiologia da pds-colheita, na Embrapa
Agroindustria de Alimentos, mediu-se individualmente o comprimento e o calibre (com um
paquimetro) e pesou-se cada fruto. Estes também foram avaliados se possuiam condi¢des de
serem comercializados e quais eram as duas principais injdrias presentes, caso existisse.

Analisou-se ao todo trés mil cento e cinquenta e sete (3.157) frutos na primeira safra
(2010-2011) e um mil novecentos e trinta € um (1.931) frutos na segunda safra (2011-2012),
contabilizando um total de cinco mil e oitenta e oito (5.088) frutos avaliados ao longo de todo
experimento. As principais injdrias avaliadas foram: abrasdo, estria, queimadura de sol,
deformidade, perfuracdo, podridao, mancha, perda de célice e perda de firmeza (Figura 6).

Os frutos da variedade ‘Mikado’ sao comercializados ainda “duros” (com a polpa
ainda bem firme). Todos os frutos que apresentaram perda de firmeza foram considerados ndo
comercializaveis, assim como os que apresentaram a perda do cdlice e podridao. Os que
apresentavam as demais injurias s foram considerados ndo comercializaveis quando estas
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eram muito marcantes, seja pela porcentagem da drea que a injuria afetava na superficie do
fruto ou pela aparecia que atribuia ao fruto.

As presencas de injirias foram estimadas em percentagem para avaliagdo estatistica,
considerando-se a quantidade de vezes que cada injuria aparecia pela quantidade total de
frutos. Apenas as duas injdrias mais importantes (as mais marcantes) em cada fruto foram
consideradas.

Figura 6. Injdrias avaliadas nos frutos: abrasdo (A); estria (B); queimadura de sol (C);
deformidade (D); perfuracao (E); podridao (F); mancha (G); perda de calice (H); e
perda de firmeza (I).

O delineamento utilizado foi o de blocos ao acaso com parcelas perdidas. Os
resultados foram interpretados por andlise de variancia (ANOVA), considerando-se os
diferentes tratamentos, blocos, colheitas, safras e a interagcdo entre estes. Foi aplicado o teste
de Fisher (LSD) para se verificar as diferencas entre as médias das avaliagdes de
caracterizacao dos frutos (calibre, comprimento e massa) e das injurias presentes nos frutos ao
nivel de 5% de probabilidade, quando estas eram definidas pela ANOVA como
significativamente diferentes. Foi utilizado o software STATISTICA versao 8.0 da StatSoft Inc.

Realizou-se andlise de correlacdo entre o calibre dos frutos e seus comprimentos e
entre o calibre dos frutos e suas massas, sendo estas andlises de correlagdo testadas pela
ANOVA para determinar sua significancia.
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1.3.5. Avaliacao Quimica dos Frutos

Ap0s a realizagdo da caracterizagdo dos frutos (comprimento, calibre, massa e injuria),
aqueles considerados comerciais foram selecionados aleatoriamente e submetidos ao processo
de retirada de adstringéncia. Os frutos selecionados foram acondicionados em uma caixa de
plastico (medidas internas: 51,5cm X 32,9cm X 13,0cm) com os cdlices para baixo e sem que
0s mesmos se tocassem, até que o fundo da caixa fosse preenchido.

Estes foram entdao submetidos ao vapor de dlcool com a proporcao de 7mL de alcool a
70% para cada quilograma de fruto, durante 70 horas para a retirada da adstringéncia (Neves
Jr, 2009). Depois disso, os frutos que se apresentaram moles foram descartados, selecionando-
se seis (6) frutos para constituirem as amostras. Os frutos tiveram seus cdlices retirado e
foram batidos, homogeneizados e separados em trés (3) aliquotas para andlises quimicas. As
amostras foram processadas juntando-se todos os frutos. Determinou-se:

e Acidez tituldvel total: pesou-se 10g de amostra até a 4° casa decimal em bécher de
100mL, adicionando-se S0mL de dgua destilada, deixando sob agitacio magnética. Onde
titulou-se com solu¢do de hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 N em titulador automatico
programado para ponto de virada em pH 8,1, sendo os resultados expressos em
porcentagem massa/massa de 4cido citrico (ISO 750, 1998);

o Solidos soliveis totais: colocou-se uma ou mais gotas de amostras no refratdmero
eletronico até cobrir totalmente a superficie do prisma, efetuando-se assim a leitura do
aparelho. Realizou-se no minimo duas leituras por amostra com diferenga maxima entre
as leituras de 0,2 °BRIX, caso esta diferenca fosse maior repetia-se a andlise até que duas
leituras em sequéncia apresentassem no maximo esta diferenca (ISO 2173, 1978);

e Taninos Condensados: pesou-se entre 0,75 g a 1 g de amostra em tubo falcon e
adicionou-se 15 mL de uma solug¢do 10% v/v de acido cloridrico em metanol (10% v/v
HC1/MeOH). Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas em vortex e
armazenadas em geladeira durante 8 horas. Apds a extracdo, as amostras foram filtradas
para baldo volumétrico de 25 mL, avolumando estes com a solu¢do 10% v/v HCI/MeOH.
Pipetou-se 40ul da amostra para uma placa de 96 pocos. Cada amostra foi pipetada em
quatro replicatas sendo que trés (das quarto replicatas), foram adicionadas 200ul de
solucdo de vanilina 4% m/v em 10% v/v HCI/MeOH e uma replicata, que constitui o
branco da amostra, teve a adi¢cdo de 200ul da solucdo de 10% v/v HCI/MeOH.
Homogeinizou-se as amostras e apds 20 minutos realizou-se a leitura da absorvancia, no
comprimento de onda (A) de 550nm no Espectrofluorimetro com leitor de microplacas.
Foram preparadas curvas de calibraciao contendo 10 padrdes de uma solugdo de catequina
cuja concentragdo variou de 0,25 a 0,35% m/v em solucdo metanolica de 80% v/v
(MeOH 80% v/v). As diferentes concentracdes dos padrdoes geraram leituras de
absorvancia equivalentes ao dcido tanico. Para a curva, a proporc¢ao de catequina e MeOH
80% v/v resultavam no volume de 40ul e a adicao de vanilina completou o volume final
de 240ul. As leituras dos padrdes foram feitas no Espectrofluorimetro com leitor de
microplacas 20 minutos apds a sua preparacdo (Deschamps and Cheryan, 1987);

O delineamento utilizado foi o de blocos ao acaso com parcelas perdidas. Os
resultados foram interpretados por andlise de variancia (ANOVA), considerando-se os
diferentes tratamentos, blocos, colheitas, safras e a interacdo entre estes. Foi aplicado o teste
de Fisher (LSD) para verificar as diferencas entre as médias das andlises fisicas e quimicas ao
nivel de 5% de probabilidade, quando estas eram definidas pela ANOVA como
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significativamente diferentes. Também foi utilizado o software STATISTICA versao 8.0 da
StatSoft Inc.

1.4. Resultados e Discussao

Devido ao grande volume e para melhor compreensdo dos dados gerados ao longo de
todo o experimento, os resultados foram apresentados como: primeira safra; segunda safra; e a
comparagdo entre as mesmas.

1.4.1. Safra 2010-2011 (1* Safra)

As colheitas da safra 2010-2011 (1* safra) ocorreram entre vinte e oito de Fevereiro de
2011 (28/02/2011) e doze de Maio de 2011 (12/05/2011), sendo efetuadas de 15 em 15 dias e
compreendendo um total de seis colheitas. As darvores submetidas a cianamida hidrogenada,
com (tratamentos T2 e T3) e sem irrigacdo (tratamentos TS5 e T6), ndo apresentaram
antecipacao no inicio da colheita.

Contudo, com exce¢do das darvores submetidas ao tratamento T3, as 4arvores
submetidas a cianamida hidrogenada apresentaram frutos somente até a quinta colheita,
indicando uma tendéncia em concentrar as colheitas no inicio da safra. As drvores com as
copas ainda em desenvolvimento (bloco B2) também apresentaram concentrag¢do da safra, ndo
apresentando frutos na sexta colheita. O fato da copa ainda estar em desenvolvimento pode
propiciar condi¢des favordveis para maturacdo mais rapida dos frutos, como por exemplo uma
maior entrada de raios solares devido a uma copa menos densa e/ou uma maior temperatura
no interior da copa.

Segundo Chitarra & Chitarra (2005), a elevacdo da temperatura tem efeito marcante na
reducdo do periodo de desenvolvimento dos frutos. Por intensificar a atividade respiratoria,
promove aumento da transpira¢do, modificacdes na coloracdo, nos teores de sélidos soliveis
totais e de outros constituintes quimicos.

1.4.1.1. Caracterizacao dos Frutos

A qualidade dos frutos colhidos € tdo importante quanto sua quantidade. Dentre as
qualidades desejadas em um fruto estdo: um tamanho adequado; ser livres de pragas e
doencas; e apresentar o menor nivel possivel de injurias, preferencialmente estar livre de
injurias. Visando a melhora da qualidade destes, € importante saber quais as principais
injurias que ocorre no pomar € se os tratos culturais que estdo sendo executados estdo
interferindo na incidéncia das injdrias nos frutos, assim como se estdo influenciando
caracteristicas como o tamanho dos frutos.

Na safra 2010-2011 (1* safra), as arvores jovens, com a copa ainda em formacdo
(bloco B2), ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,826) para os calibres dos frutos
produzidos, em comparagdo com os produzidos pelas drvores que apresentavam a copa ja
totalmente formada (bloco B1). As arvores do bloco B2 apresentaram diferenca significativa
(interagao blocos/colheitas) apenas na quarta colheita, como pode ser visto na Figura 7.
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Figura 7. Médias dos tratamentos para o calibre dos frutos das plantas nas colheitas ao longo
da safra 2010-2011 (1* safra) em relacdo aos diferentes blocos.

Provavelmente ocorreu algum fator externo, que ndo pode ser controlado, que
proporcionou menores calibres nos frutos das arvores do bloco B2 na quarta colheita desta
safra. E possivel constatar também que nos dois blocos o calibre dos frutos aumenta ao longo
das colheitas.

Quanto mais tempo os frutos permaneceram nas arvores, maior foi o calibre destes,
independente do tratamento aplicado. Conforme as colheitas foram sendo realizadas, houve
uma diminui¢do da competicdo entre os frutos, uma vez que a colheita atuou como se fosse
um “raleio” nos frutos, permitindo que os frutos remanescentes crescessem mais. Quanto mais
frutos retirados, menor a competicao entre os frutos remanescente.

Depois da maturacdo fisiolégica até a colheita, o fruto de caqui ainda continua
crescendo, enquanto estiver ligado a 4rvore (Ragazzi, 1985). Segundo Pimentel (1998), a
retirada de frutos permite que os frutos colhidos depois sejam de maior tamanho.

E possivel observar, Tabela 2, que as drvores que receberam apenas irrigacdo
(tratamento T4) apresentaram, em todas as colheitas ao longo da safra, os frutos com os
maiores calibres. Apesar do caquizeiro ser uma planta resistente e produtiva, estes resultados
demonstram que a irrigacdo pode acarretar beneficios a cultura. Contudo, a associagdo da
cianamida hidrogenada com a irrigagdo (tratamentos T2 e T3) ndo demonstrou resultados
igualmente bons aos das drvores submetidas somente a irrigacao (tratamento T4). Os frutos
das arvores desses dois tratamentos apresentaram as mesmas tendéncias. Sendo que, com
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excecdo da 1* colheita (onde estas apresentaram os frutos de maior calibre), em todas as
demais, estas apresentaram frutos de menor calibre.

Tabela 2. Médias dos blocos para o calibre dos frutos (em milimetros) das plantas submetidas
aos diferentes tratamentos, em diferentes colheitas ao longo da safra 2010-2011 (1*

safra).
Colheitas T1 T2 TTz,ratamentosm T5 Té6

r 69,53 Eab  69.85Ea  6924Ea  72,19Ea  6726Db 68,88 Dab
22 72,19Eb  7320Db  7329Db  7599Ea 72,81 Cbh 7583 Ca
3 7718Db  7697Cb  7534Cc  80,30Da  73,91Cd 77,64 Bb
4 79.85Ch  78,94Bbc 78,50 Bc  82,32Ca  7803Bc 82,18 Aa
5° 82,17Bbc 81,21 Abc  8039Ac 84,51 Ba 82,00 Abc 82,49 Ab
6* 84,73 Ab - 8123Ac 88,12 Aa - -

Letras maiusculas e iguais nas colunas e letras minisculas e iguais nas linhas ndo apresentam diferenca
significativa.

Ja as arvores tratadas apenas com a cianamida hidrogenada (tratamento TS5 e T6)
apresentaram resultados discordantes entre si. Enquanto que as arvores do tratamento TS5
apresentaram os frutos de menor calibre em todas as colheitas (da 1* a 5* colheita), as arvores
do tratamento T6 apresentaram frutos com os maiores calibres na 1% 2* e 4* colheitas.
Provavelmente esta divergéncia ocorreu devido a fatores exdgenos e que ndo puderam ser
controlados nas condi¢des em que o experimento foi conduzido.

A divergéncia entre os resultados dos frutos das arvores submetidas aos tratamentos
TS5 e T6 pode ter sido intensificada devido a diferenca de idade entre as drvores presentes no
bloco B1 (arvores ja totalmente formadas) e no bloco B2 (arvores com a copa em formacao).
Na Figura 8 (interacdo entre tratamentos e blocos, p<0,001) pode-se observar que no bloco B2
as arvores submetidas aos tratamentos T1 e T6 apresentaram frutos com calibres
significativamente menores, enquanto que os das arvores submetidos ao tratamento T3
apresentam calibres significativamente maiores, quando comparados com os frutos das
arvores que receberam respectivamente os mesmos tratamentos no bloco B1.
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Figura 8. Médias das colheitas para o calibre dos frutos das plantas submetidas aos diferentes
tratamentos em relagdo aos blocos (1* safra).

Provavelmente ocorreram condi¢des edafoclimdticas e/ou outros fatores que
interferiram nos calibres dos frutos das arvores submetidas aos tratamentos T3 (no bloco B2)
e T6 (no bloco B1) que favoreceram o aumento do calibre dos frutos. Ja para as arvores do
bloco B2 submetidas ao tratamento T6, essas condi¢des foram desfavordveis para os frutos.

Pode-se verificar que das oitos combinacdes (blocos e tratamentos) que receberam a
cianamida hidrogenada, cinco delas foram consonantes entre si (&rvores submetidas ao
tratamento T2, blocos B1 e B2; tratamento T3, bloco B1; tratamento T5, blocos B1 e B2). E
possivel que condi¢des climéticas restritas a determinado local (microclima) estejam afetando
os resultados das demais combinagdes.

Uma mesma cultivar de uma determinada fruta ndo tem, necessariamente, a mesma
qualidade em termos de sabor, aroma, textura, espessura de casca ou tamanho e aparéncia.
Além dos aspectos nutricionais da planta, os fatores climdticos exercem papel fundamental
nesse contexto e nenhum, isoladamente, é responsavel pelas diferentes caracteristicas pos-
colheitas. Estes fatores englobam temperatura, luz, umidade relativa, vento, altitude,
pluviosidade e textura do solo (Chitarra & Chitarra, 2005).

E importante lembrar que o caquizeiro recebe influéncia em sua producdo e na
qualidade dos frutos de uma safra para outra. J4 que se tratar de planta de folhas caducas,
tendo que armazenar carboidratos para um novo fluxo de brotac@o na safra seguinte. Devido a
isso, é possivel que os fatores que originaram esta discrepancia tenha ocorrido na safra 2009-
2010 (safra anterior a 1* safra do experimento) e/ou na safra 2010-2011 (1? safra).
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Outro fator de qualidade dos frutos € a presenca ou ndo de injdrias, assim como o tipo
destas. Ao longo da safra avaliada (2010-2011, 17 safra) verificou-se que, nas condi¢des
experimentais, as injurias presentes nos frutos ndo foram influenciadas pela época em que
foram colhidas (colheitas), pelo uso da irrigacdo ou pela idade das arvores (blocos). Como €
demonstrado na Tabela 3, ndo houve diferenca significativa entre os frutos (independente do
tratamento que as arvores tenham recebido) para a auséncia de injurias, variando de 18,77% a
34,45%.

Tabela 3. Médias dos blocos e das colheitas para percentuais de frutos injuriados das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos, na safra 2010-2011 (1? safra).

Inidria® Tratamentos
J T1 T2 T3 T4 T5 T6
Frutos s/ 1877AB  23.91AB  22,13B  2996A  3274A  3445A
ll’ljllrlaS
Mancha 17.05 B 16,55BC  20.32B  1935AB 1641 BC 11,28 CD
Estria 31,05A 32.39A 3593A  2200AB  31.64A 2833 AB
Abrasio 22,48 AB 1976 B 2807AB  I8,19B  26,59AB 21,49 BC
Q“‘gg‘;ﬂ“m 4,33CDa  425CDa 489 Ca 037Db 4,93 Da 3,49 Da

Perfuracao 2,61 CDc 826 CDa 6,21 Cab 4,43 CDbc  3,54Dbc 5,81 Dabc

Perda de 2238AB  11,96BC  13.88BC 1457 BC  6,85CD 7.81 D
firmeza
Podridio 1,60 CD 0,90 D 0,68 C 0,18 D 033D 1,26 D
Calice 14,23 BCab 5,74 CDbc 3,85 Cc 22,69 ABa 3,80 Dc 11,64CDbc

Deformidade 0,18 Db 0,00 Db 0,00 Cb 0,19 Db 0,00 Db 0,87 Da

Frutos

23,85ABa 14,84 BCab 15,91 Bab 15,30 BCab 6,92CDb 9,85 Db
descartados

Letras maiusculas e iguais nas colunas e letras minisculas e iguais nas linhas ndo apresentam diferenca
significativa.
* Injurias ilustradas na Figura 6.

Ja em relacdo aos frutos descartados (devido a severidade de suas injdrias), as drvores
tratadas apenas com a cianamida hidrogenada (tratamentos T5 e T6) apresentaram os menores
indices, enquanto que as arvores do controle (tratamento T1) apresentaram os maiores indices.
Entretanto, os frutos das drvores tratadas com a cianamida hidrogenada associada com a
irrigacdo (tratamentos T2 e T3) e as que receberam apenas a irrigacdo (tratamento T4) ndo
apresentaram diferencas significativas das que receberam os tratamentos T1, T5 e T6.

As éarvores do controle (tratamento T1) e as que receberam apenas irrigacao
(tratamento T4) foram os que apresentaram os maiores indices de frutos com injirias no
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calice. Sendo que as submetidas aos tratamentos T2 (cianamida hidrogenada e irrigag¢ao) e T6
(apenas cianamida hidrogenada) apresentaram indices que ndo diferem estatisticamente das
arvores do controle (tratamento T1).

Os menores indices de injiria no célice dos frutos das &arvores que receberam
cianamida hidrogenada pode estar relacionado a um aumento na atividade metabdlica do
ovario. Segundo Ayub et al. (2009), a cianamida hidrogenada provavelmente aumenta a
atividade metabdlica do ovario, aumentando o fluxo de metabdlitos para o fruto. E de acordo
com Ragazzini (1985), parece que as folhas dos calices sdo locais de processos enzimaticos e
hormonais que regulam o desenvolvimento do fruto, a respiracdo, a transpiracdo e a
translocag@o de compostos nutricionais.

As injurias que apresentaram as menores incidéncias nos frutos (independente do
tratamento recebido pela drvore) foram a queimadura de sol, perfuracdo, podriddo e
deformidade. Sendo seus maiores indices, respectivamente, 4.93%, 8,26%, 1,60% e 0,87%. Ja
a principal injtria que se apresentou nos frutos (independente do tratamento recebido pela
arvore) foi a estria, seguidas pelas injurias do tipo a abrasdo e mancha. Onde seus maiores
indices apresentados foram, respectivamente, 35,93%, 28,07% e 20,32%.

As arvores que receberam a cianamida hidrogenada, com (tratamentos T2 e T3) e sem
irrigacdo (tratamentos TS5 e T6) apresentaram como principais injurias, nos frutos, as do tipo
abrasdo e estria. Ja as arvores do controle (tratamento T1) apresentaram em seus frutos, com
maior incidéncia, as injdrias do tipo estria, abrasdo e perda de firmeza. Enquanto que as
arvores tratadas apenas com irrigacdo (tratamento T4) apresentaram em seus frutos,
principalmente, as injurias do tipo mancha, estria e injuria no célice.

Condicdes de estresse por danos mecanicos, como raladuras, cortes, perfuracdes,
vibracOes e quedas, estimulam a atividade respiratoria de frutas e hortalicas. A extensdo do
aumento na taxa de respiragdo é usualmente proporcional a severidade do dano e pode ser
agrupada em causada por dano mecanico (colheita, manuseio, chuva, vento, insetos, etc.) e
por infeccdo devido a microrganismos como fungos e virus (Chitarra & Chitarra, 2005).

Segundo Souza (2010), caquis produzidos em regides de maior amplitude térmica
apresentam maior ciclo de maturagdo, maior acimulo de sdlidos soliveis totais e, em
consequéncia, a formagdo de microfissuras na epiderme, facilitando a ocorréncia de
escurecimento em pds-colheita.

1.4.1.2. Caracterizacio Quimica dos Frutos

As arvores jovens, com a copa em formacgao (bloco B2) apresentaram, na safra 2010-
2011 (17 safra), frutos significativamente mais 4cidos (p<0,001) do que as arvores com a copa
ja formada (bloco B1), apresentando em média, 0,084 (frutos das arvores do bloco Bl) e
0,906 g.100g™" de 4cido malico (frutos das drvores do bloco B2).

Provavelmente essa maior acidez se deve pela maior competi¢do por carboidratos nas
arvores do bloco B2 entre a parte vegetativa (formacdo da copa e armazenamento de
carboidratos para a safra seguinte) e a parte reprodutiva. Este comportamento também ¢&
corroborado pelas menores concentracdo dos s6lidos soluveis totais € maiores concentracdes
dos taninos condensados nesses mesmos frutos (resultados discutidos a frente).

Esta maior competicdo por carboidratos gera um maior estresse para as 4rvores.
Estando sob maior estresse, estas t€m a tendéncia de produzir metabdlitos secundarios (muitos
deles acidos organicos), o que intensifica o metabolismo dos frutos. A intensa atividade
metabdlica do fruto, além de aumentar a produ¢do de metabdlitos intermedidrios do ciclo de
Krebs (dcidos orgéanicos), pode aumentar a acidez dos frutos (Antoniolli et al., 2002).
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A acidez é um componente importante na composicdo do “flavor” dos frutos, junto
com docura e a adstringéncia. Esta € atribuida, principalmente, aos dcidos organicos que se
encontram dissolvidos nos vacuolos das células, tanto na forma livre, como combinada com
séis, ésteres, glicosideos, etc. Em alguns produtos, os dcidos organicos nao sé contribuem
para a acidez, como também, para o aroma caracteristico, porque alguns componentes sao
voléteis. Os compostos fendlicos também apresentam cardter acidico, podendo, de certa
forma, contribuir para a acidez, além da adstringéncia (Chitarra & Chitarra, 2005).

Pode-se observar na Figura 9 que as arvores (de ambos os blocos) tratadas com
cianamida hidrogenada (na 1* safra), com (tratamentos T2 e T3) e sem irrigagcdo (tratamentos
TS e T6), apresentaram a tendéncia (nos respectivos blocos) de produzirem os frutos menos
acidos. Sendo que no bloco B2, os frutos das arvores submetidas ao tratamento T4 (apenas
irrigacdo) nao diferenciaram-se estatisticamente dos das arvores submetidas aos tratamentos
T2 e T3, permanecendo superior aos dos tratamentos TS5 e T6. Enquanto que as drvores com a
copa totalmente desenvolvida (bloco B1), independente dos tratamentos aplicados,
apresentaram sempre frutos menos 4cidos.
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Figura 9. Médias das colheitas para a acidez total tituldvel dos frutos das plantas submetidas
aos diferentes tratamentos em relagdo aos blocos (1? safra).

E possivel que a cianamida hidrogenada esteja auxiliando a diminuicdo do estresse nas
plantas. Ja a utilizacdo da irrigacdo, isolada (tratamento T4) ou com a cianamida hidrogenada
(tratamentos T2 e T3), apresentaram respostas diferentes para as drvores com a copa formada
(bloco B1) e a copa em formacao (bloco B2).

30



No bloco B1, a aplicacdo apenas da irrigacao nas arvores proporcionou os frutos com
as maiores concentracdes de acidez total tituldvel (ATT), sendo maiores inclusive do que os
das arvores do controle (tratamento T1). Enquanto que a irrigagdo, associada com a cianamida
hidrogenada apresentou os frutos com as menores concentragoes.

Ja no bloco B2, a aplicacao nas arvores da irrigacao, isoladamente ou associada com a
cianamida hidrogenada, ndo apresentaram diferencas significativas na concentragdo da ATT
nos frutos. Sendo estas concentragdes menores apenas dos frutos das arvores do controle.

Ao longo da safra 2010-2011 (1* safra), ao se avaliar a interacdo entre colheitas e
tratamentos (desconsiderando-se a idade das arvores, blocos), com excecdo dos frutos das
arvores submetidas aos tratamentos T6 (apenas cianamida hidrogenada) e T4 (apenas
irrigacdo), a concentracdo de ATT nos frutos aumentou até a quarta colheita, diminuindo
entdo até o final da safra. J4 nas arvores submetidas ao tratamento T4, a concentragdao de ATT
diminuiu até a terceira colheita, aumentou na quarta e voltou a diminuir até o final da safra.
Enquanto que as submetidas ao tratamento T6 apresentaram frutos com concentracdes de
ATT estatisticamente iguais até a terceira colheita, diminuindo entdo até o final da safra
(Tabela 4).

Tabela 4. Médias dos blocos para a acidez total tituldvel dos frutos (gramas de adcido mélico.
100g™" de amostra) das plantas submetidas aos diferentes tratamentos, em diferentes
colheitas ao longo da safra 2010-2011 (1* safra).

Colheitas T1 T2 Tgratamenm;4 T5 T6
1° 0,095Db  0,083Ce  0,09Bc 0,119Aa 0,087 Bed 0,085 Ade
2 0090CDb 0085Cd 0,091 Bc 0,112Ba  0,087Bd 0,082 Ae
3 0,109Ba  0,085Ccd 0,090Bb 0,087 Dbc 0,088 Bbc 0,082 Ad
4 0,124Aa  0,118Ab  0,100Ac  0,121Aa  0,095Ad 0,075 Be
5 0,101 Ca 0,09 Bb 0079Cc 0,100Ca 0,076Cc 0,062 Cd
6 0,072 E - 0,072D  0,069E - -

Letras mailsculas e iguais nas colunas e letras minisculas e iguais nas linhas ndo apresentam diferenca
significativa.

E possivel verificar também que a quarta colheita foi a que apresentou os frutos com
as maiores concentragdes de ATT, com excecdo do tratamento T6. Sendo que nas arvores
submetidas ao tratamento T4 as concentragdes nos frutos da quarta safra ndo diferiram
estatisticamente dos da primeira. J4 os frutos das arvores submetidas a cada um dos
tratamentos, apresentaram no final da safra as menores concentracdes de ATT, com exce¢do
dos das arvores submetidas ao tratamento T2 (cianamida hidrogenada e irrigacdo), que
apresentaram as menores concentragdes na segunda e terceira colheitas.

Ao se avaliar a interacdo entre colheitas e blocos ao longo da safra 2010-2011 (1?
safra), € possivel observar que a concentragdo da ATT nos frutos se comportou de forma
diferente entre as arvores com a copa ja desenvolvida (bloco Bl) e as com a copa em
desenvolvimento (bloco B2). Enquanto que a concentracdo de ATT nos frutos das arvores do
bloco B1 oscilou, aumentando e diminuindo até a quarta colheita, para entdo diminuir até o
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final da safra. Os frutos das arvores do bloco B2 apresentaram uma oscilacdo um pouco
menor, onde, diferente das drvores do bloco B1, a concentracdo de ATT nos frutos no inicio
da safra € alta, diminuindo na segunda colheita, voltando a aumentar na quarta colheita e a
diminuir no final da safra (5% colheita), como descrito na Figura 10.
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Figura 10. Médias dos tratamentos para a acidez total titulavel dos frutos nas colheitas ao
longo da safra 2010-2011 (1* safra), em relacdo aos blocos.

Possivelmente essas diferencas ocorreram devido a diferenca entre a competi¢cao por
carboidratos apresentado entre as darvores ja desenvolvidas (bloco Bl) e as em
desenvolvimentos (bloco B2). Contudo é provavel que outros fatores apresentados ao longo
desta safra (clima, solo, etc.) tenham feito com que essas plantas respondessem de forma
diferente entre si, podendo o estresse devido a competi¢do por carboidratos ndo ser o fator de
maior influencia.

Em relacdo a concentragdo dos sélidos soliveis totais (SST) nos frutos, constatou-se
que houve uma diferenca significativa (p<0,001) entre os frutos das drvores com as copas ja
formadas (bloco B1) e os frutos das drvores com as copas em desenvolvimento (bloco B2). Os
frutos das arvores do bloco B1 apresentaram maiores concentragdes de SST do que os das
arvores do bloco B2, apresentando em média, respectivamente, 14,6 e 13,7°Brix.

Provavelmente as menores concentracdes de SST nos frutos das drvores com a copa
em formacgdo (bloco B2) ocorreram devido a uma maior competi¢do entre a parte vegetativa
(formagdo da copa e armazenamento de carboidratos para a safra seguinte) e a parte
reprodutiva das arvores. Isso é corroborado pelas maiores concentragdao da ATT (como visto
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anteriormente) e pelas maiores concentracdes dos taninos condensados destes frutos (que
serdo discutidos a frente).

A competicdo entre os drenos (6rgdos das plantas que consomem ou armazenam OS
fotoassimilados) € importante para a produtividade e qualidade do produto colhido. Uma
maior competi¢ao por carboidratos acarreta em um menor acimulo de sélidos soltveis totais
(Pimentel, 1998).

Devido a esta maior competi¢do por carboidratos, as arvores sofrem um estresse
maior. Com insto os frutos acabam por terem seu metabolismo intensificado, o que favorece a
quebra dos acucares e dificulta o armazenamento dos SST. A competicio em si por
carboidratos também prejudica o armazenamento dos SST, uma vez que com o aumento da
competi¢do, diminui a chegada de fotoassimilados nos frutos.

E possivel observar na Figura 11 que, com excecdo das plantas controle (tratamento
T1), os frutos das arvores com a copa em formacdo (bloco B2) apresentaram menores
concentracdes de SST do que os das drvores com a copa jd formada (bloco B1).E possivel
notar também que os frutos das arvores com a copa ja formada (bloco B1) respondem aos
diferentes tratamentos de forma diferenciada dos das drvores com a copa em formacao (bloco
B2).
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Figura 11. Médias das colheitas para os solidos soliveis totais dos frutos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos em relag@o aos blocos (1* safra).

As arvores do bloco B1 apresentam frutos com concentracoes de SST préximas as das
arvores do controle (tratamento T1). Os frutos arvores submetidas aos tratamentos T2
(cianamida hidrogenada e irrigacdo) e TS (apenas cianamida hidrogenada) apresentaram
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maiores concentragdes do que as submetidas ao tratamento T1, enquanto que os das arvores
submetidas aos tratamentos T3 (cianamida hidrogenada e irrigacdo), T4 (apenas irrigacdo) e
T6 (apenas cianamida) apresentaram concentracdes menores. J4 as arvores do bloco Bl
apresentaram frutos com concentragdes de SST sempre menores do que os frutos das arvores
do controle deste bloco.

As menores concentracdes de SST nos frutos das arvores do bloco B2 provavelmente
ocorreram devido a maior competi¢ao por carboidratos entre a parte vegetativa (formacao da
copa e armazenamento de carboidratos para a safra seguinte) e a parte reprodutiva. E possivel
também que os tratamentos aplicados nas arvores do bloco B2 tenham estimulado um
crescimento vegetativo maior do que as arvores do controle (tratamento T1) deste mesmo
bloco. Com este maior crescimento vegetativo a competicdo por carboidratos aumentaria
ainda mais, explicando assim as diferentes respostas aos tratamentos que os blocos
apresentaram.

Ja na Tabela 5 (interacdo entre colheitas e tratamentos), verifica-se ndo haver um
tratamento que possa ser indicado como o que apresentou frutos com maiores concentracdes
de SST ao longo da safra 2010-2011 (1* safra). Uma vez que em cada uma das colheitas,
arvores submetidas a um diferente tratamento apresentaram frutos com maiores
concentracdes. Apesar disto, quando se considera o comportamento da concentragdo dos SST
dos frutos ao longo das colheitas, nas arvores submetidas a cada um dos tratamentos, verifica-
se que quanto mais tempo levou-se para colher os frutos, maiores foram as concentracdes.

Tabela 5. Médias dos blocos para os sélidos soliveis totais dos frutos (°Brix) das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos nas colheitas ao longo da safra 2010-2011 (1*

safra).

Colheitas T1 T2 TgratamentoTs4 T5 T6
1° 137Ea  120Ed  121Fd  133Cb  115Ee  125Dc
2 135Fa  133Db  135Ea  120Dc  134Dab 134 Cab
3 147Db  142Cd  140De  133Cf  149Ca 144 Bc
4 151Ch  160Ba  149Cc  145Bd  152Bb  144Bd
5 164Ab  167Aa  162Bb  159Ac  162Ab 147 Ad
6 15,3 Be - 164Aa 159 Ab - -

Letras maiusculas e iguais nas colunas e letras minisculas e iguais nas linhas ndo apresentam diferenca
significativa.

O aumento dos teores de SST ao longo da safra 2010-2011 (1* safra) pode ser devido a
diminuicdo da competicdo por carboidratos entre os frutos. Conforme estes vao sendo
colhidos hé a diminuicao dos drenos de carboidratos. Com uma menor competi¢cdo, o estresse
sofrido por estas arvores também € menor. Esses dados sdo corroborados pela diminui¢ao dos
teores de taninos condensados (dados apresentados e discutidos posteriormente) e pelo
aumento do calibre dos frutos ao longo das colheitas nesta mesma safra (como visto na Tabela
2).
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O aumento da concentracdo dos SST nos frutos, ao longo da safra 2010-2011 (1?
colheita), ocorreu tanto para as drvores com a copa ja formada (bloco B1), quanto para as
arvores com a copa em formagao (bloco B2). Constatou-se também que até a terceira colheita,
as arvores do bloco B1 apresentaram sempre frutos com concentracdes maiores de SST, sendo
que na quarta colheita ndo houve diferenca significativa e na quinta colheita os frutos das
arvores do bloco B2 apresentaram maiores concentracoes (Figura 12).
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Figura 12. Médias dos tratamentos para os sélidos soliveis totais dos frutos nas colheitas ao
longo da safra 2010-2011 (1?* safra), em relagdo aos blocos.

Foi possivel verificar que as arvores do bloco B2 apresentaram frutos com menores
concentracdes na fase inicial da safra devido a maior competi¢do por carboidratos por conta
do maior crescimento vegetativo para a formacao da copa. A diminui¢do da competicdo com a
retirada de drenos de carboidratos (frutos colhidos) pode ter feito com que o estresse
enfrentado pelas plantas no Bloco B2 diminuisse de tal forma que a concentracdo dos SST
nos frutos dessas arvores se igualasse a dos frutos das arvores do bloco B1 na fase final da
safra e ultrapassasse no fim desta.

Segundo Pimentel (1998), quanto menor o nudmero de drenos, menor serd a
competicdo entre estes. Conforme os frutos vao sendo colhidos, ocorre uma menor
competicdo entre estes e a parte vegetativa, proporcionando assim a possibilidade de um
maior acimulo de SST nos frutos remanescentes.

Em relacdo as concentracdes dos taninos condensados (TC) presentes nos frutos,
verificou-se que houve diferenca significativa (p<0,001) entre os frutos das arvores com a
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copa ja formada (bloco B1) e os frutos das arvores com a copa em formacdo (bloco B2). Os
frutos das arvores do bloco Bl apresentaram em média uma concentracdo inferiores de TC
(2,76mg.100g™) do que os frutos das drvores do bloco B2 (3,17 mg.100g™).

E provével que isto tenha ocorrido devido a maior competicdo por carboidratos, das
arvores do bloco B2, entre a parte vegetativa (formacdo da copa e armazenamento de
carboidratos para a safra seguinte) e a parte reprodutiva da planta. Isso é corroborado pelas
menores concentragdes de SST e maiores concentragdes de ATT nesses mesmos frutos (como
visto anteriormente)

Evolutivamente as plantas tendem a sintetizar compostos, subprodutos do seu
metabolismo primadrio, para diversas aplicacdes, como atrativos de polinizadores ou inibidores
de fit6fagos (Monteiro et al., 2005). Um desses compostos do metabolismo secundario das
plantas s@o os taninos, polimeros de compostos fendlicos (Guimaraes-Beelen et al., 2006). Os
compostos fendlicos que sdo originados do metabolismo secundario das plantas se formam
em condic¢des de estresse como, infec¢des, ferimentos, radiacdo UV, dentre outros (Angelo &
Jorge, 2007).

Os tratamentos de cianamida hidrogenada aplicados nas drvores apresentaram uma
tendéncia de resposta diferenciada entre as drvores com a copa formada (bloco B1) e as com a
copa em formagdo (bloco B2): Enquanto que as arvores submetidas aos tratamentos T3
(cianamida hidrogenada e irrigagdo), TS5 e T6 (apenas cianamida hidrogenada em ambos
tratamentos) apresentaram frutos com concentracdes maiores de TC no bloco B2, as arvores
submetidas ao tratamento T2 (cianamida hidrogenada e irrigacdo) nao apresentaram
diferencas significativas entre os blocos. Ja as drvores do controle (tratamento T1)
apresentaram concentragdes maiores no bloco Bl e as submetidas apenas a irrigacdo
(tratamento T4) ndo apresentaram diferencas significativas (Figura 13).
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Figura 13. Médias das colheitas para os taninos condensados dos frutos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos em relagc@o aos blocos (1* safra).

E possivel que a cianamida hidrogenada, independente da utilizacdo da irrigacdo,
esteja estimulando o crescimento vegetativo das arvores do bloco B2, o que aumentaria a
competi¢do por carboidratos e consequentemente o estresse sofrido. Apesar disto, o estimulo
do crescimento vegetativo das arvores com a copa em formacdo (bloco B2) pode ser
interessante a longo prazo.

As concentracdes dos TC foram menores nos frutos que permaneceram mais tempo
nas arvores. Sendo que ao logo de toda a safra 2010-2011 (1* safra) as arvores do controle
(tratamento T1) foram as que apresentaram os frutos com as maiores concentragdes, com
excecdo apenas da ultima colheita (6* colheita). Verificou-se também que a diferenca entre a
concentracdo de TC nos frutos das drvores do controle diminuiu nas ultimas colheitas, onde
estes nao apresentaram diferengas significativas dos frutos das arvores submetidas aos
tratamentos: T 3 (cianamida hidrogenada e irrigacdao) na quinta colheita; do T4 (apenas
irrigacdo) na quarta e quinta colheita; e T6 (apenas cianamida hidrogenada) na quinta colheita
(Tabela 6).
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Tabela 6. Médias dos blocos para os taninos condensados (mg.100g™) dos frutos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos nas colheitas ao longo da safra 2010-2011 (1*

safra).

Colheitas T1 T2 T3T ratamenwsﬂ T5 T6
1° 651Aa  407Ae  587Ab  538Ac  466Ad 3,93 Ae
2 408Ba  282Bb  298Bcd  3,53Bbc  396Bab 167 Ce
3 445Ba 258Bed  278Bc  346Bb  1,79Ce  229Bd
4 260Ca  148Cc  197Cb  216CDab  203Ch 2,24 BCab
5 1,98Da  1,39Ch  153Cab  181Dab  136Db 1,93 BCab
6 1,28 Eb - 210Ca  2,59Ca - -

Letras maiiisculas e iguais nas colunas e letras miniisculas e iguais nas linhas ndo apresentam diferenga
significativa.

A diminui¢do da concentracdo dos TC nos frutos que permaneceram por mais tempo
nas arvores provavelmente ocorreu devido a diminui¢do do estresse que estas sofriam pela
competicao por carboidratos. Conforme os drenos de carboidratos foram retirados ao longo da
safra (frutos colhidos), a competicao por este diminuiu e com ela o estresse sofrido pelas
plantas.

A provéavel diminuicio da competicdo entre os frutos ao longo da safra, e por
consequéncia do estresse, é corroborada pelo aumento nos SST (como visto anteriormente —
Tabela 5) e pelo aumento dos calibres desses mesmos frutos (como na Tabela 2). Segundo
Pimentel (1998), quanto menor o nimero de drenos, menor serd a competicao entre estes,
sendo que quase todo o carbono que vai para o dreno € proveniente da atividade fotossintética
durante o periodo de enchimento deste dreno.

E possivel que a diminuicdo da diferenca entre os frutos das drvores do controle
(tratamento T1) e as demais arvores no final da colheita seja exatamente por isso. Com a
diminuicdo do estresse ao longo da safra, os frutos dessas arvores apresentaram uma
diminui¢do da concentracdo de TC nos frutos que cairam a niveis semelhantes de outros
tratamentos.

As maiores concentracdes de TC nos frutos das arvores do controle (tratamento T1)
por toda a safra 2010-2011 (1* safra) indicam que, provavelmente em algum momento ao
longo da safra, os tratamentos aplicados podem ter contribuido para a diminui¢do dos
estresses sofridos pelas arvores. J4 em relacdo as concentracdes dos TC nos frutos dos
diferentes blocos ao longo das colheitas (interacdo bloco-colheita), ndo houve diferenca
significativa entre estes (p>0,119).

1.4.2. Safra 2011-2012 (2 Safra)

As colheitas da safra 2011-2012 (2* safra) ocorreram entre oito de Marco de 2012
(08/02/2012) e dezoito de Maio de 2011 (18/05/2011), sendo efetuadas de 15 em 15 dias e
compreendendo um total de seis colheitas.

A cianamida hidrogenada aplicada nas arvores durante esta safra, com (tratamentos
T2) e sem irrigacdo (tratamentos T5), ndo proporcionou antecipa¢do no inicio da colheita.
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Contudo estas apresentaram frutos somente até a quinta colheita, indicando que a cianamida
hidrogenada teve um efeito de concentracdo das colheitas. As drvores com as copas ainda em
desenvolvimento (bloco B2) também apresentaram concentragdo da safra, ndo apresentando
frutos na sexta colheita. O fato da copa ainda estar em desenvolvimento pode propiciar
condi¢des favordveis para maturacdo mais rapida dos frutos, como por exemplo uma maior
entrada de raios solares devido a uma copa menos densa e/ou uma maior temperatura no
interior da copa.

1.4.2.1. Fenologia

Os dados de fenologia foram coletados apenas durante a safra 2011-2012 (2* safra),
onde se poderia obter informagdes sobre a aplicagdo sucessiva da cianamida hidrogenada e a
influéncia dos tratamentos da safra anterior.

Constatou-se que a fenologia das 4rvores de caqui ‘Mikado’ ndo apresentaram
diferencas significativas entre os blocos. Indicando que, nas condi¢des em que o estudo se
desenvolveu, drvores com a copa ainda em formacdo (bloco B2) apresenta o0 mesmo padrdo
fenoldgico do que arvores com a copa ja totalmente formada (bloco B1).

Como serd demonstrado a frente, verificou-se diferencas entre o periodo de brotacio
vegetativa, floracdo e frutificagdo dos tratamentos que nao levaram a aplicacdo da cianamida
hidrogenada na 2° safra (2011-2012) para os que levaram aplicacio da cianamida
hidrogenada, sendo com (T2) ou sem irrigacao (T5). Entretanto, ndo verificou-se diferencas
na brotacdo das drvores que receberam os tratamentos com cianamida hidrogenada apenas na
primeira safra (2010-2011), com aplicacao de irrigagao (T3) ou sem aplicacdo da irrigacao
(T6), em relacdo aos tratamentos que ndo receberam cianamida hidrogenada em nenhuma das
safras, com aplicagdo de irrigacdo (T4) ou nao (T1).

O modo de acdo da cianamida hidrogenada como produto quimico, para a quebra de
dorméncia, ndo € conhecido. Sabe-se, entretanto, que este produto € rapidamente absorvido e
causa diminui¢do da atividade da catalase, sem modificar a da peroxidase. Como resultado,
verifica-se aumento da concentracdo de dgua oxigenada (H,O,) nos tecidos das gemas. Este
aumento poderia ser responsdvel pela ativacdo do ciclo das pentoses e consequente inducao da
quebra de dorméncia das gemas. A cianamida hidrogenada induz a ripida mudanga no
conteddo de glutationa reduzida (GSH), em gemas de pessegueiro. A diminui¢do do nivel de
GSH dentro de 12 horas apds a aplicagdo de cianamida hidrogenada pode sugerir que a GSH
presente nos tecidos foi provavelmente utilizada na desintoxicacdo da dgua oxigenada gerada,
quando a atividade da catalase foi inibida (Mizobutsi et al., 2003).

1.4.2.1.1. Brotacao Vegetativa

Considerando-se o periodo do inicio até o aparecimento maximo das brotacdes
vegetativas, nos ramos avaliados, nao houve diferenca entre as drvores que possuiam a copa ja
desenvolvida (bloco B1) e as arvores com a copa ainda em desenvolvimento (bloco B2). Os
tratamentos que foram submetidos a aplicacdo de cianamida hidrogenada na segunda safra
(2011-2012), com irrigacdo (tratamento T2) ou sem irriga¢do (tratamento TS5), apresentaram
um adiantamento do surgimento de suas brotacdes em pelo menos duas semanas. Ja o
tratamento T4 (apenas irrigacdo nas duas safras) foi o que demonstrou o maior atraso na
brotagdo vegetativa, tendo iniciada uma semana depois das arvores do controle, tratamento T1
(Figura 14).
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Figura 14. Plantas de caqui ‘Mikado’ do bloco B2. A direita, plantas tratadas com
cianamida hidrogenada e irrigacdo (tratamento T2), a esquerda (frente), plantas

tratadas apenas com irrigacdo (tratamento T4).

Constatou-se também que os tratamentos T2 (irrigacdo e cianamida hidrogenada nas
duas safras) e TS (apenas cianamida hidrogenada nas duas safras) foram os que apresentara
um maior periodo de brotacdo, cinco semanas, enquanto que o menor foi o tratamento T4
(apenas irriga¢do nas duas safras), 2,5 semanas (Figura 15).

Semanas apos a aplicacio dos tratamentos
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Figura 15. Médias dos blocos para o inicio do aparecimento da brotagdo vegetativa até a
brotacdo vegetativa maxima dos ramos avaliados das plantas submetidas aos
diferentes tratamentos, em relacio as semanas apds a aplicacio destes.
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O adiantamento da brotagdo vegetativa pode vir a ser bom para as plantas a médio e
longo prazo. Quanto mais cedo ocorrer a brotagdo, mais cedo as plantas irdo possuir folhas
fontes de carboidratos. Com isso, estas plantas poderdo, antes das outras, comecar a
armazenar carboidratos para a safra seguinte e/ou utiliza-lo para a formagdo de novos ramos e
dos 6érgaos reprodutivos.

Segundo Mizobutsi et al. (2004), avaliando a quebra de dorméncia do caqui Costata,
verificaram que quanto mais tarde ocorreu a aplicagao da cianamida hidrogenada, menor foi a
antecipacao da brotagdo, do florescimento e da colheita.

A cianamida hidrogenada é capaz de promover a antecipagdo da brotacdo em
caquizeiro da variedade ‘Fuyu’ (Ayub et al., 2009). De acordo com trabalhos realizados por
Mizobutsi et al. (1997), variedades diferentes de caquizeiro tratadas com cianamida
hidrogenada demonstraram antecipacdes de brotacdo diferentes entre si. As variedades Jird,
Giombo, Regina, Costata, Rama Forte e Cereja apresentam um adiantamento de brotacao de
10 semanas em média, enquanto que a variedade Rubi apenas 5 semanas. Apesar da diferenca
da brotagdo vegetativa, todas as variedades, por eles estudadas, adiantam suas colheitas entre
5 e 9 semanas, sem diferirem entre si. Isto pode indicar que a antecipagdo da colheita com o
uso da cianamida hidrogenada ndo estd ligada somente a antecipa¢do da brotacdo com a
quebra da dorméncia, uma vez que neste mesmo trabalho, eles nao verificaram diferenca na
antecipacao do florescimento.

A intensidade da brotacdo s6 comecou a se igualar entre os tratamentos na 9* semana
(Figura 16), ou seja, a cianamida hidrogenada nao s6 adiantou o aparecimento da brotacdo em
duas semanas, como fez com que o vigor da brotacdo inicial fosse maior, demorando um total
de quatro semanas para que a porcentagem de gemas vegetativas brotadas fossem
estatisticamente iguais entre os tratamentos. Isso pode acarretar uma vantagem para as plantas
tratadas com a cianamida hidrogenada, pois essas apresentaram folhas fontes de carboidratos
antes e em um ndmero inicial maior do que as demais plantas.
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Os tratamentos demonstraram também diferencas na época em que as plantas
apresentaram suas brotagdes maxima. As drvores que receberam aplicacdo da cianamida
hidrogenada nas duas safras, com (tratamento T2) ou sem irrigacdo (tratamento T5),
alcancaram a brotagdo méixima oito semanas ap0s a aplicacio dos tratamentos. Enquanto que
as arvores que receberam aplicacdo de cianamida hidrogenada apenas na primeira safra, com
(tratamento T3) ou sem irrigacdo (tratamento T6) levaram nove semanas para a brotacio
maxima. Ja as arvores tratadas apenas com irrigacdo (tratamento T4) demoraram dez semanas
e as arvores do controle (tratamento T1) foram as que mais demoraram, levando onze
semanas.

As darvores que receberam a cianamida hidrogenada apenas na primeira safra, com
(tratamento T3) ou sem irrigacdo (tratamento T6), podem ter acumulado mais reservas em
seus caules e raizes para a safra seguinte. O que explica um maior vigor em suas brotacdes
quando comparadas as arvores que nao foram submetidas a aplicacdo da cianamida
hidrogenada. A irrigacdo, por sua vez, nao influenciou nos resultados quando associada com a
cianamida hidrogenada. Contudo, quando sozinha (tratamento T4), proporcionou um maior
vigor na brotagdo vegetativa do que as drvores do controle (tratamento T1).

1.4.2.1.2. Floracao

Considerando-se o periodo do inicio at€é o aparecimento méiximo da floracdo
(aparecimento tanto de flores fechadas quanto de flores abertas), nos ramos avaliados, ndo
houve diferenca entre as drvores que possuiam a copa ji desenvolvida (bloco B1) e as arvores
com a copa ainda em desenvolvimento (bloco B2).

Os tratamentos que receberam a cianamida hidrogenada apresentaram uma
antecipacao de 2 semanas do inicio da floragao (aparecimento de flores fechadas). Contudo, a
diferenca foi reduzida para apenas 0,5 semana quando comparado com as flores abertas. A
cianamida hidrogenada provocou um aumento no periodo do aparecimento das flores
fechadas até o inicio do aparecimento das flores abertas.

As drvores que ndo receberam a cianamida hidrogenada na segunda safra (tratamentos
T1, T3, T4 e T6) demoraram de 0,5 a 1 semana do aparecimento das primeiras flores fechadas
até o das primeiras flores abertas, enquanto que as que receberam os tratamentos T2
(cianamida hidrogenada e irrigacdo nas duas safras) e TS (apenas cianamida hidrogenada nas
duas safras) levaram de 2,5 a 2 semanas, respectivamente (Figura 17).
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Figura 17. Médias dos blocos para o periodo de aparecimento e de abortamento de flores
abertas e fechadas, nos ramos avaliados, das plantas submetidas aos diferentes
tratamentos em relagdo ao tempo (semanas) apos aplicacao destes.

Esses resultados indicam que possivelmente para a variedade de caqui ‘Mikado’ o
inicio do aparecimento de flores fechadas estd associado com o inicio da brotacdo, onde em
geral, levou de 3 a 4,5 semanas a partir do inicio da brotacdo até o inicio da floragdo, como
pode ser visualizado na Tabela 7. A maioria das arvores levou 4,0 semanas, somente as
submetidas aos tratamentos T4 (apenas irrigacdo nas duas safras) e T6 (cianamida
hidrogenada apenas na primeira safra) que levaram 3,0 e 4,5 semanas, respectivamente.
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Tabela 7. Tempo (em semanas) entre as médias dos blocos para o inicio do aparecimento da
brotacdo vegetativa e o surgimento de flor fechada e aberta, nas plantas submetidas
aos diferentes tratamentos, na safra 2011-2012 (2? safra).

Periodo de Tempo em Semanas

Tratamentos Brotacao Vegetativa  Brotacao Vegetativa Flor Fechada
— Flor Fechada — Flor Aberta — Flor Aberta

T1 4,0 4,5 0,5

T2 4,0 6,5 2,5

T3 4,0 5,0 1,0

T4 3,0 3,5 0,5

TS 4,0 6,0 2,0

T6 4,5 5,0 0,5

Contudo, a abertura da flor fechada provavelmente estd associada mais a fatores
exdgenos (temperatura, fotoperiodo, etc.) do que a brotacdo vegetativa das plantas. Uma vez
que a abertura das flores ocorreu na 12* semana (+ 1 semana) da aplicagdo dos tratamentos,
independente do tratamento aplicado nas arvores. Com isso, o periodo em que sé se tinha
flores fechadas foi maior nos tratamentos que receberam cianamida hidrogenada na safra da
avaliada, tratamentos T2 (cianamida hidrogenada e irrigacdo nas duas safras) e TS (apenas
cianamida hidrogenada nas duas safras).

Mizobutsi et al. (1997) verificaram que a cianamida hidrogenada, utilizada para
antecipar a safra de sete variedades de caquizeiro, antecipou a floracdo em até 10 semanas.
Apesar de algumas variedades terem antecipado mais a brotacdo inicial do que outras, nao foi
diferente para a antecipacao do florescimento.

Segundo Corsato et al. (2005), avaliando a fenologia do caquizeiro Rama Forte em
clima tropical, verificaram que apds 31 dias do inicio da brotacdo das gemas vegetativas
ocorreu um florescimento vigoroso, com flores de coloragdo amarelo-creme, exclusivamente
do sexo feminino. O florescimento se prolongou por 16 dias, sob uma temperatura média de
20 °C.

Apesar dos ramos das drvores tratadas com cianamida hidrogenada terem permanecido
um periodo maior na fase de floracdo, esse fato ndao deve ter influenciado as reservas de
carboidratos para a safra seguinte, uma vez que as flores nio demandam uma quantidade
muito grande de carboidratos.

De acordo com Pimentel (1998), quando se inicia o desenvolvimento do fruto e de
sementes, ha uma dominancia do crescimento destes 6rgaos sobre os érgaos vegetativos (parte
aérea e raiz), enquanto as flores ainda sdo pobres competidoras. No periodo da floragdo ha um
aumento de atividade fotossintética das folhas, porém, nesse estddio nao hd grande acimulo
de matéria seca como no estddio de enchimento do fruto.
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Os ramos das drvores que nao receberam cianamida hidrogenada na segunda safra
(tratamentos T1, T3, T4 e T6) apresentaram sua brotacdo vegetativa maxima entre a 9" e a 11*
semana apos a aplicacdo dos tratamentos. Enquanto que os que receberam cianamida
hidrogenada na segunda safra, com (T2) ou sem irrigacdo (T4), ja apresentavam pelo menos
50% do maximo de suas flores fechadas na 11* semana (Figura 18).

Apesar da diferenga no inicio do aparecimento de flor fechada nos ramos das arvores
submetidas aos diferentes tratamentos, verificou-se que o aparecimento maximo de flores
fechadas foi na mesma época, independente do tratamento que a drvore tenha recebido (12*
semana apos a aplicacdo dos tratamentos). Foi possivel constatar também que, provavelmente,
a cianamida hidrogenada associada com a irrigacdo tenha influenciado a intensidade da
brotagao das flores.

Até a 10* semana apds a aplicacdo dos tratamentos, apenas as arvores tratadas com
cianamida hidrogenada na segunda safra (T2 e T5) apresentavam flores fechadas. Entretanto,
as arvores submetidas ao tratamento T2 (cianamida hidrogenada e irrigacdo nas duas safras)
apresentaram uma quantidade estatisticamente superior de flores fechadas do que as que
receberam o tratamento T5 (apenas cianamida hidrogenada nas duas safras) da 8* semana até
a 12° semana.

De acordo com Mizobutisi et al. (2004) a antecipacdo da colheita estd associada a
antecipacdo da brotagdo e do florescimento. Contudo, segundo Alves et al. (2012), quanto
mais tardio for o inicio da floracdo, menor serd a possibilidade de danos por geada em regides
suscetiveis.

A aplicagdo da cianamida hidrogenada associada com a irriga¢cdo apenas na primeira
safra (tratamento T3) pode estar influenciando o aparecimento das flores fechadas na segunda
safra. Se as plantas tratadas com a cianamida hidrogenada e irrigacdo na primeira safra
estiverem armazenando uma maior reserva de carboidratos de uma safra para a préxima, isso
pode proporcionar um maior vigor na brotacio das flores fechadas. Talvez seja isso que tenha
ocorrido na segunda safra deste experimento, onde, na 11* semana apds a aplicacdo dos
tratamentos, as drvores tratadas com cianamida hidrogenada e irrigacdo apenas na primeira
safra (tratamento T3) foram as que apresentaram a segunda maior quantidade de flores
fechadas, nao diferindo estatisticamente das do tratamento T5.
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A temperatura € um dos fatores que influencia no florescimento do caquizeiro. Na
Austrélia, cuja temperatura média na primavera € de 21°C, o florescimento ocorre 30 dias (por
volta de 4 semanas) apds a brotacdo das gemas e dura de 7 a 10 dias; na Nova Zelandia,
devido o seu clima temperado ameno e temperatura média na primavera de 14°C, o
florescimento tem inicio apds brotacdo das gemas, finalizando entre 14 e 28 dias (Corsato,
2004).

O periodo onde todos os tratamentos apresentaram abortamento de flor fechada foi
durante a 13* semana apds a aplicacdo dos tratamentos. As drvores experimentais
apresentaram a duragdo do abortamento de flores fechadas entre uma (tratamento T3) e quatro
semanas (tratamento T4), sendo duas semanas para os tratamentos T1, T2 e TS e trés semanas
para o tratamento T6 (Figura 19). J4 para o abortamento de flores abertas, considerando-se as
arvores de todos os tratamentos, variou entre a 13* e a 17* semana. Apenas as arvores do
tratamento T2 (cianamida hidrogenada e irrigacdo nas duas safras) ndo apresentaram
abortamento desta estrutura. J4 os tratamentos TS5 (apenas cianamida hidrogenada nas duas
safras) e o T6 (apenas cianamida hidrogenada na primeira safra) apresentaram somente uma
semana de abortamento, enquanto que as drvores dos demais tratamentos apresentaram
abortamento em trés semanas. Sendo o maximo de abortamento na 13 semana para as arvores
do tratamento T3 (cianamida hidrogenada e irrigacdo apenas na primeira safra) e na 14*
semana para os tratamentos T1 (drvores do controle) e T4 (irrigagdo nas duas safras), como
pode ser visualizado na Figura 20.

O abortamento de flores e frutos ocorre naturalmente em drvores de caquizeiro. A
competicdo entre os drenos (6rgdos das plantas que consomem ou armazenam OS
fotoassimilados) é importante para a produtividade e qualidade do produto colhido. Em
tomateiro, o primdrdio da inflorescéncia pode abortar se o fornecimento de assimilados for
suficiente somente para os meristemas vegetativos da parte aérea e raiz. Posteriormente,

quando a taxa de crescimento do fruto for mdxima, a dos meristemas vegetativos serd minima
(Pimentel, 1998).
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E possivel que o abortamento floral tenha ocorrido devido ao aparecimento dos frutos
tipo “chumbinho” e dos frutos em desenvolvimento (dados discutidos no item /.4.2.1.3.). Ao
se comparar as semanas (apds a aplicacao dos tratamentos) em que houve os abortamentos de
flores fechadas e flores abertas, com as que apareceram os frutos tipo “chumbinho” e frutos
em desenvolvimento, verifica-se que ocorreram praticamente no mesmo periodo. Os
abortamentos comegaram depois, ou na semana do aparecimento dos frutos. A diferenca entre
as semanas para as arvores submetidas aos tratamentos T2 e T3 foi de + 0,5 semanas, + 1
semana para as submetidas aos tratamentos TS e T6, £ 1,5 semanas para as submetidas ao
tratamento T1 e £ 3,5 semanas para as submetidas ao tratamento T4 (Tabela 8).

Tabela 8. Semanas apds a aplicagdo dos tratamentos em que ocorreram o abortamento de
flores fechadas e abertas e o aparecimento de frutos tipo “chumbinho” e em
desenvolvimento, na safra 2011-2012 (2% safra).

Abortamentos Aparecimentos
Tratamentos Fruto tipo Fruto em
Flor Fechada Flor Aberta “Chumbinho” Desenvolvimento

T1 13 e 14 14;15e16 12,5 14,5
T2 12e13 — 11,5 13
T3 13 13;14el5 12,5 14,5
T4 13;14;15e16 14 ;16 e 17 13 14,5
TS 13 e 14 13 12 13
T6 13;14el15 13 12 14,5

A cianamida hidrogenada pode estar interferindo no processo de abortamento floral
dos caquizeiros da variedade ‘Mikado’ concentrando o periodo de abortamento, podendo
inclusive estar influenciando em parte o abortamento da safra seguinte. As drvores que
receberam tratamentos com cianamida hidrogenada nas duas safras, com (tratamento T2) e
sem irrigacdo (tratamento TS5), apresentaram duas semanas com abortamento floral (flores
fechadas e abertas). J4 as que receberam a cianamida hidrogenada apenas na primeira safra,
com (tratamento T3) e sem irrigacdo (tratamento T6), apresentaram (na 2* safra) trés semanas
com abortamento floral. Enquanto que as arvores tratadas apenas com irrigacdo (tratamento
T4) e as arvores do controle (tratamento T1) apresentaram, respectivamente, cinco € quatro
semanas com abortamento floral.

1.4.2.1.3. Frutificacao

Considerando-se o periodo do inicio até o aparecimento maximo da frutificacio
(aparecimento tanto de frutos tipo “chumbinho” quanto de frutos em desenvolvimento), nos
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ramos avaliados, ndo houve diferenca entre as arvores que possuiam a copa ja desenvolvida
(bloco B1) e as arvores com a copa ainda em desenvolvimento (bloco B2).

As arvores de caquizeiro submetidas aos diferentes tratamentos ndo apresentaram
diferenga no aparecimento dos frutos tipo “chumbinhos”. Estes apareceram entre a 12° e a
12,5* semana (+ 1 semana) ap6s a aplicacao dos tratamentos.

Entretanto, as drvores que receberam a cianamida hidrogenada nas duas safras, com
(tratamento T2) e sem irrigacdo (tratamento T5), apresentaram na segunda safra frutos em

desenvolvimento 1,5 semanas antes que as arvores que receberam os demais tratamentos
(Figura 21).
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Esse fato pode proporcionar a chance dos frutos das arvores tratadas com cianamida
hidrogenada na segunda safra (tratamentos T2 e T5) se desenvolverem mais do que os frutos
das demais arvores, ou ajudar a explicar a concentracdo dos frutos nas colheitas iniciais das
arvores tratadas com cianamida hidrogenada, como seré discutido no item /.4.3.2. (Producgdo
e Produtividade). De acordo com Ragazze (1984), depois da maturacdo fisiologica do fruto
até a colheita, o fruto de caqui ainda continua crescendo enquanto estiver na arvore.

Corsato et al. (2005), avaliando a fenologia do caquizeiro Rama Forte em clima
tropical, verificaram que o periodo requerido para o desenvolvimento dos frutos, avaliado
pelo aumento em didmetro até a sua maturagdo, foi de 161 dias, sob uma temperatura média
diaria de 26 °C. No primeiro decéndio de fevereiro, foi iniciada a mudanga na coloracio dos
frutos, que passaram a adquirir tonalidade verde-alaranjada, sendo os primeiros frutos
colhidos na primeira quinzena de mar¢co e a colheita no pomar encerrada apés 30 dias.
Corsato (2004), na mesma variedade, verificou que da brotacdo das gemas até o completo
desfolhamento somaram-se 287 dias no decorrer de toda a primavera, verdao e outono.

Os resultados obtidos durante o experimento indicam que provavelmente o inicio da
frutificacdo (aparecimento dos frutos tipo “chumbinho”), para a variedade ‘Mikado’, esta
associado ao aparecimento das flores abertas nos ramos. O tempo entre o aparecimento das
flores abertas e o dos frutos tipo “chumbinho” foi de aproximadamente 0,5 semanas (+ 0,5
semanas). Sendo que os tratamentos T2, T3 e T6 apresentaram um periodo menor do que 0,5
semanas. E provavel que o aparecimento dos frutos em desenvolvimento também estejam
relacionados com o aparecimento das flores abertas, levando aproximadamente 2 semanas (+1
semana), como pode ser visto na Tabela 9.
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Tabela 9. Tempo (em semanas) entre as médias dos blocos para o inicio do aparecimento da brotac@o vegetativa, até o surgimento dos frutos tipo
“chumbinho” e os em desenvolvimento, o periodo de tempo entre o aparecimento das flores abertas, até o surgimento dos frutos tipo
“chumbinho” e os em desenvolvimento e o intervalo de tempo entre o surgimento dos frutos tipo “chumbinho” e dos frutos em
desenvolvimento, na safra 2011-2012 (2° safra).

Periodo de Tempo em Semanas

Tratamentos Brotacao Veg.etatlva - Brotacao Vegetativa — Flor Abe{‘ta - Flor Aberta — Fruto tipo “Chumbinho” —
Fruto tipo Fruto em Fruto tipo Fruto em Fruto em Desenvolvimento
“Chumbinho” Desenvolvimento “Chumbinho”  Desenvolvimento

T1 50 7,0 0,5 2,5 2,0

T2 6,5 8,0 <0,5 1,5 1,5

T3 50 7,0 <0,5 2,0 1,5

T4 4,5 6,0 1,0 2,5 1,5

TS 7,0 8,0 1,0 2,0 1,0

T6 5,0 7,5 <0,5 2,5 2,5
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Quando comparado com o inicio da brotagdo, os frutos tipo “chumbinho” das drvores
tratadas com cianamida hidrogenada nas duas safras, com (tratamento T2) e sem irrigacdo
(tratamento T1), foram os que levaram mais tempo para aparecerem, levando respectivamente
6,5 e 7,0 semanas. O mesmo ocorreu com o surgimento dos frutos em desenvolvimento,
levando de 0,5 a 2,0 semanas a mais do que as drvores submetidas aos demais tratamentos.

A importancia relativa dos drenos muda ao longo do ciclo da planta de acordo com a
distribuicao espacial dos tecidos em crescimento, durante a fase vegetativa os meristemas
apical e radicular sdo mais importantes, mas durante a fase reprodutiva os frutos se tornam os
drenos preferenciais (Silva, 2011). Como no caquizeiro estas duas fases ocorrem praticamente
ao mesmo tempo, a competi¢do por carboidratos acaba sendo muito grande.

A reposi¢do no estoque do amido de reserva nos ramos e nas raizes do caquizeiro
ocorre, principalmente, entre o florescimento e a abscisdo foliar (Corsato et al., 2008).
Contudo o fato dos ramos das arvores tratadas com cianamida hidrogenada, na segunda safra,
apresentarem um maior periodo de tempo entre a brotacdo e o aparecimento dos frutos tipo
“chumbinho” e os em desenvolvimento (fortes drenos de carboidratos), pode contribuir para
um maior acimulo de reservas nas plantas para a safra seguinte. Uma vez que estas arvores
também apresentaram uma colheita a menos (como visto no item 1.4.2.) é provavel que isto
tenha contribuido para um maior acimulo de reservas.

Ja em relac@o ao periodo entre o aparecimento dos frutos tipo “chumbinho” e os em
desenvolvimento, verificou-se que levou em média entre 1,5 e 2,0 semanas (+ 0,5 semanas),
pois nas arvores tratadas apenas com cianamida hidrogenada nas duas safras (tratamento T5)
levaram 1 semana, sendo que nas que receberam os tratamentos T2 (cianamida hidrogenada e
irrigacdo nas duas safras), T3 (cianamida hidrogenada e irriga¢do apenas na primeira safra) e
T4 (apenas irrigacdo) levaram 1,5 semanas. As arvores do controle (tratamento T1) e as que
receberam o tratamento T6 (apenas cianamida hidrogenada na primeira safra) foram as que
apresentaram um maior periodo, levando respectivamente 2,0 e 2,5 semanas.

Apesar das d4rvores, independente dos tratamentos que estas receberam, nao
apresentarem grandes diferencas no aparecimento dos frutos tipo “chumbinho”, pode-se notar
diferencas estatisticamente significativa na intensidade em que estes aparecem (Figura 22). As
arvores que receberam cianamida hidrogenada nas duas safras, com (tratamento T2) e sem
irrigagdo (tratamento T35), apresentaram na segunda safra uma maior intensidade de
aparecimento dos frutos tipo “chumbinho” até a 13* semana, apds a aplicagcao dos tratamentos.

E possivel que a cianamida hidrogenada aplicada nas 4rvores apenas na primeira safra,
com (tratamento T3) e sem irrigacdo (tratamento T6), esteja influenciando a intensidade do
aparecimento dos frutos tipo “chumbinho” na segunda safra. Uma vez que os tratamentos T3
e T6 na 13 semana posterior a aplicagdo dos tratamentos apresentaram maior vigor do que os
tratamentos T1 (&rvores do controle) e T4 (apenas irrigagdo), apresentando menor vigor
apenas as arvores que receberam cianamida hidrogenada na safra que ocorreu a avaliacdo
(tratamentos T2 e TS5). Provavelmente a cianamida hidrogenada proporcionou um maior
acimulo de reservas de carboidratos nas drvores submetidas aos tratamentos T3 e T6 da
primeira para a segunda safra do experimento e esta maior reserva de carboidratos pode estar
aumentando o vigor da frutificacdo, quando comparados com os tratamentos T1 e T4.

O fruto, no caso das plantas frutiferas, € o dreno de importancia econdémica, de forma
que a relativa participacdo de matéria seca direcionada para este ird determinar, em parte, a
sua qualidade final (Silva, 2011). Entretanto, sendo o caquizeiro uma planta de folhas
caducas, o acumulo de reservas para a safra seguinte (dreno) € de estrema importancia para a
producdo dos frutos da proxima safra. Os tratos culturais aplicados e toda a producdo da safra
corrente devem ser feitos levando-se em conta este fato.
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Ja na Figura 23, verifica-se que, na segunda safra, apenas as drvores submetidas ao
tratamento T2 (cianamida hidrogenada e irrigacio nas duas safras) apresentaram,
estatisticamente, mais frutos em desenvolvimento (na 14* semana apds aplicacdo dos
tratamentos) do que as 4rvores submetida aos demais tratamentos, ndo diferindo
estatisticamente apenas do tratamento T5 (apenas cianamida hidrogenada nas duas safras). A
porcentagem do aparecimento dos frutos em desenvolvimento (em todas as &rvores
experimentais) apresentou uma tendéncia de aumento até a 17* semana e depois de reducido
até a 30 semana (semana anterior ao inicio da colheita).
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Apesar da cianamida hidrogenada nao ter antecipado o inicio da colheita (31* semana
apos a aplicacdo dos tratamentos), provavelmente proporcionou alteracdes na fenologia dos
caquizeiros da variedade ‘Mikado’. Pode-se verificar, pela Tabela 10, que as arvores tratadas
com a cianamida hidrogenada nas duas safras, com (tratamento T2) e sem irrigacdo
(tratamento T5), apresentaram um aumento em praticamente todas as fases fenoldgicas ao se
comparar o periodo entre inicio de cada fase até o inicio da colheita. A tnica exce¢do € o
periodo entre o aparecimento dos frutos tipo “chumbinho” e o inicio da colheita para os
tratamentos TS5 e T6 (cianamida hidrogenada apenas na primeira safra).

Tabela 10. Tempo (em semanas) entre as médias dos blocos para o inicio do aparecimento da
brotagdo vegetativa, flor fechada, flor aberta, fruto tipo “chumbinho” e fruto em
desenvolvimento até o inicio da colheita (31* semana apds a aplicacdo dos
tratamentos), na safra 2011-2012 (2* safra).

Periodo de Tempo em Semanas

Brotacao Flor Flor Aberta Fruto tipo Fruto em
Tratamentos Vegetativa— Fechada — . “Chumbinho” Desenvolvimento
. . . . — Inicio da . . ..
Inicio da Inicio da Colheita — Inicio da — Inicio da
Colheita Colheita Colheita Colheita
T1 23,5 19,5 19,0 18,5 16,5
T2 26,0 22,0 19,5 19,5 18,0
T3 23,5 19,5 18,5 18,5 16,5
T4 22,5 19,5 19,0 18,0 16,5
T5 26,0 22,0 20,0 19,0 18,0
To6 24,0 19,5 19,0 19,0 16,5

Essas modificagdes na fenologia das plantas podem influenciar desde o
armazenamento das reservas de carboidratos para a safra seguinte, as estratégias para o
controle de pragas e doencas no pomar, até a época em que ocorre os abortamentos de flores e
frutos.

As arvores tratadas com cianamida hidrogenada na segunda safra, na qual foi realizada
a avaliagdo fenoldgica, com (tratamento T2) e sem irrigagcao (tratamento T5), apresentam um
periodo maior entre a brotacdo vegetativa e a colheita. Deste modo, possuem folhas fontes de
carboidratos por mais tempo, em comparacdo com as demais, proporcionando uma
oportunidade para armazenar mais reservas para a safra seguinte ou utilizar estes carboidratos
na formacdo de novos ramos, no caso de drvores que apresentam a copa ainda em
desenvolvimento (bloco B2). O mesmo acontece com os frutos em desenvolvimento, onde os
tratamentos T2 e TS5 apresentam um maior periodo de tempo, proporcionando a oportunidade
destes se desenvolverem mais, podendo assim apresentarem maior massa € volume.
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No caso das estratégias para o controle de pragas, a mudanga da fenologia pode
acarretar na mudanca da época de aplicacio de agroquimicos. O Tripes (Heliothrips
haemorrhoidalis), por exemplo, tem como o controle a pulverizacdo na época da florada,
quando comeca a queda das pétalas (Nakano et al., 2002). Sendo assim, o controle desta praga
seria em época diferente em arvores tratadas com a cianamida hidrogenada.

Em relacdo ao abortamento, ndo verificou-se diferenca significativa, entre as drvores
experimentais, para o abortamento dos frutos até a 30® semana apds a aplicagdo dos
tratamentos (semana que antecedeu a colheita). Contudo, de acordo com Mizobutsi (2003),
em caqui Rubi, a cianamida hidrogenada pode ter aumentado a aderéncia dos frutos ao
peduinculo, por estabelecer alta taxa de atividade metabdlica no ovdrio, reduzindo assim a
queda dos frutos. Mizobutsi et al. (2004) verificaram também que a fixacdo dos frutos é maior
com o aumento da concentragdo da cianamida hidrogenada e 6leo mineral aplicados,
realizadas em vinte e um de Julho (21/07) e onze de Agosto (14/08) em caqui Costata.

No Japdo, a queda prematura dos frutos nao adstringente logo apds a queda das pétalas
num periodo de duas a trés semanas € mais acentuado quando ndo ocorre a polinizagdo, e os
frutos polinizados que apresentam seis ou mais sementes obtem uma massa média 65%
superior aos frutos sem sementes, 0 que mostra a importancia da polinizacdo nas variedades
doces (Razzouk, 2007).

Os frutos da variedade ‘Mikado’ sdo predominantemente paternocarpicos, nao
possuindo portanto sementes (fontes de fitormonios). Estes podem, portanto, ser fracos
competidores de carboidratos, sendo abortados em prol do crescimento vegetativo e acimulo
de reservas para a safra seguinte.

Corsato et al. (2005), avaliando a fenologia do caquizeiro Rama Forte em clima
tropical, verificaram que o abortamento iniciou-se quatro dias apds o inicio do florescimento,
perdurando por toda a primavera. A partir dessa data ocorreram dois picos distintos no
aumento da quantidade de flores/frutos abortados. O primeiro pico ocorreu 21 dias e o
segundo 48 dias apds o inicio do florescimento.

Ao se avaliar os abortamentos (flores e frutos) de forma global, constatou-se uma
correlacdo significativa (p<0,001) entre a quantidade de flores brotadas nos ramos (flores
fechadas) e a quantidade total de abortamentos (flores e frutos). Quanto maior foi a
quantidade de flores fechadas que brotaram nos ramos, maior foi a intensidade dos
abortamentos (Figura 24).
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62



Os dados apresentados na Figura 24 podem auxiliar na pratica agricola de “raleio”.
Segundo Pimentel (1998), o “raleio” dos primeiros frutos ird permitir além de um
desenvolvimento vegetativo, que os frutos produzidos depois (em menor nimero) sejam de
maior tamanho, caracteristica desejavel para a comercializacdo.

De acordo com estudos realizados por Ayub et al. (2009), com a variedade ‘Fuyu’, ha
uma grande competi¢do entre o crescimento vegetativo € o crescimento reprodutivo. Estes
verificaram que quanto maior o nimero de brotos por ramo e maior o nimero de gemas
brotadas, menor € a producdo por planta.

A queda de frutos durante o desenvolvimento é comum nao sé em caquizeiro como em
outras plantas. No caqui, ¢ comum registrar duas épocas de queda, uma em setembro-outubro
e a outra em dezembro-janeiro. Quando a queda dos frutos € intensa num dos periodos, no
outro ela € leve. Anelamento e aplicacido de nitrogénio reduzem a queda dos frutos (Simao,
1998). De acordo com Aguiar et al. (2010), estudando variacao do teor de nitrogénio em
ramos produtivos de caquizeiro, constataram que o nitrogénio no fruto ndo tende a diminuir
quando se aproxima a maturacdo desses. O que indica que provavelmente o nitrogénio que €
armazenado no caule € proveniente da realocacao a partir das folhas.

Takahashi et al. (2010), verificaram na cultivar de Giombo, um acimulo constante de
massa seca pelo caule durante as trés semanas apds a brotacdo, e pela folha durante as nove
primeiras semanas. Do inicio da brotacdo até a 12* semana, ¢ muito pequeno o crescimento de
frutos em massa seca, mostrando um acentuado acimulo da 12* até a 36* semana. Na 39*
semana apds a brotagdo ocorre um decréscimo da massa seca dos frutos em relacdo a 36°
semana.

A maior queda de frutos de caqui depende também da variedade. Diferentes
variedades possuem diferentes épocas de queda de fruto, uma vez que estas possuem
fenologia diferente uma das outras. Razzouk (2007), avaliando a fenologia de dez variedades
de caquizeiro verificou que o pico de queda natural dos frutos, nas variedades Rubi, Taubaté,
Toote e Fuyu, ocorre aos 42 dias apds o florescimento, ou seja, na primeira quinzena de
dezembro. J4 para as variedades Pomelo, Rama Forte, Giombo e Suruga, este pico € mais
tardio, dos 63 aos 98 dias, do inicio de dezembro até o inicio de Janeiro. A Jiro apresenta o
pico de queda mais precoce, apenas uma semana apds o florescimento.

1.4.2.2. Caracterizacio dos Frutos

Para melhorar a qualidade dos frutos é importante saber quais as principais injurias
que ocorre no pomar e se os tratos culturais que estdo sendo executados estdo interferindo na
incidéncia das injdrias nos frutos, assim como se estdo influenciando caracteristicas como o
tamanho e massa destes.

Na safra 2011-2012 (2°* safra), as arvores jovens, com a copa ainda em formacao
(bloco B2), apresentaram os calibres dos frutos produzidos significativamente menores, em
comparacdo com os produzidos pelas arvores que apresentavam a copa ja totalmente formada
(bloco B1), como demonstrado na Figura 25.
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copas desenvolvidas (bloco B1) e das com as copas em desenvolvimento (bloco
B2), na safra 2011-2012 (2 safra).

Provavelmente os menores calibres dos frutos das drvores mais novas, na segunda
safra, ocorreu devido a competicdo por carboidratos entre a parte vegetativa (crescimento e
formagdo da copa; e armazenamento de carboidratos para a safra seguinte) e a parte
reprodutiva. Como serd visto no item /.4.3.2., a segunda safra apresentou uma maior
produtividade, o que pode ter aumentado esta competi¢cdo por carboidratos e gerado estes
resultados.

Ao se verificar a interacdo entre tratamentos e blocos (p<0,001) constatou-se que as
arvores mais nova (Bloco B2), independente do tratamento aplicado, apresentou os frutos com
os menores calibres (Figura 26), reforcando que provavelmente os menores calibres
ocorreram devido a maior competi¢do por carboidratos.

E possivel verificar também uma diferenca entre os resultados obtidos com os
diferentes tratamentos e o desenvolvimento das arvores. Nas drvores com a copa totalmente
desenvolvida (bloco B1) o tratamento T2 (cianamida hidrogenada e irriga¢do nas duas safras)
foi o que proporcionou os maiores frutos. Enquanto que nas drvores com a copa ainda em
formacao (bloco B2) os tratamentos que proporcionaram os maiores frutos foram os T1
(arvores do controle), T2, T5 (apenas cianamida nas duas safras) e T6 (apenas cianamida na 1*
safra).
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Figura 26. Médias das colheitas para o calibre dos frutos das plantas submetidas aos diferentes
tratamentos em relagdo aos blocos (2* safra).

Em relacdo as diferentes colheitas, ao se verificar a interacdo destas com os blocos
(p<0,004), constatou-se que o calibre dos frutos das darvores mais novas (bloco B2), com
excecdo da primeira colheita, foram sempres os menores ao longo de toda a safra 2011-2012
(2% safra), e que, independente da idade das arvores (blocos), quanto mais tempo os frutos
permaneceram ligados a estas, maior foi seu calibre (Figura 27).

Este resultado reforca a ideia de que ha uma maior competi¢do por carboidratos nas
arvores mais novas (bloco B2) e que conforme as colheitas sdo efetuadas esta competi¢ao,
entre os frutos remanescentes e entre a parte vegetativa diminui. Uma vez que conforme se
realiza as colheitas o nimero de drenos de carboidratos (frutos colhidos) diminui.

A reposicdo no estoque do amido de reserva nos ramos e nas raizes ocorre,
principalmente, entre o florescimento e a abscisdo foliar, compreendendo assim todo o
periodo de enchimento dos frutos (Corsato et al., 2008). Segundo Pimentel (1998), conforme
os frutos vao sendo colhidos, ocorre uma menor competi¢do entre estes e a parte vegetativa,
sendo assim, quanto menor o nimero de drenos, menor serd a competicao entre eles.
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Figura 27. Médias dos tratamentos para o calibre dos frutos das plantas nas colheitas ao longo
da safra 2011-2012 (2* safra) em relacio aos diferentes blocos.

Os frutos das arvores tratados sucessivamente (1* e 2* safra) com cianamida
hidrogenada e irrigacdo (tratamento T2) apresentaram frutos com os maiores calibres em
todas as colheitas no decorrer da segunda safra (Tabela 11). Provavelmente a associacido da
cianamida hidrogenada com a irrigagcdo, nas condicdes que ocorreram durante a safra 2011-
2012 (27 safra), influenciou positivamente no aumento dos frutos.

Com excecdo da primeira colheita, as arvores submetidas ao tratamento T3 (cianamida
hidrogenada e irrigacdo apenas na primeira safra) apresentaram sempre os menores frutos.
Nao diferenciando estatisticamente apenas dos frutos das drvores submetidas ao tratamento
T4 (apenas irrigacdo nas duas safras) na sexta colheita.

Verificou-se também que, independente do tratamento aplicado nas drvores, quanto
mais tempo o fruto permaneceu na arvore, maior foi o seu calibre. Provavelmente, conforme
os frutos foram sendo colhidos, a competi¢ao por carboidratos entre os frutos remanescentes
foi diminuindo, proporcionando a oportunidade destes crescerem mais, além destes terem
permanecido em maior periodo de tempo ligados as arvores.
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Tabela 11. Médias dos blocos para o calibre dos frutos (em milimetros) das plantas submetidas
aos diferentes tratamentos nas colheitas ao longo da safra 2011-2012 (2* safra).

Colheitas T1 T2 Tgmtamemos T4 T5 T6
r 6865Ea  6762Da  6630Eab  6694Ea  6926Da 63,37 Db
2 7LI6Eb  7386Ca  6659Ec  7269Dab  72,15Ch 73,80 Ca
3 73,38Db  7634Ba 70,64Dc  7325CDb  7339Ch 72,43 Cb
4 7577Ccb  7969Aa  7257Ce  7468CDb 77,31 Bbc 78,05 Bb
5 81,40Ba 80,37 Aabc  76,73Bd  7875Bbc 8028 Aab 7860 Be
6 84,35 Aab - 80,89Ac 82,53 Abc - 85,01 Aa

Letras maitisculas e iguais nas colunas e letras miniisculas e iguais nas linhas ndo apresentam diferenca
significativa.

Em relacdo as injurias presentes nos frutos, nas condi¢cdes experimentais, verificou-se
que estas ndo foram influenciadas pela época em que os frutos foram colhidos (colheitas), e
nem pela idade das arvores (blocos). Sendo que, individualmente (cada uma das injdrias), nao
foram influenciadas pelo uso da irrigacdo ou aplicacio da cianamida hidrogenada
(tratamentos). Os indices dos frutos sem injurias foram sempre maiores do que os indices dos
frutos descartados, com excecao das drvores submetidas aos tratamentos T4 (apenas irrigacao
nas duas safras) e T6 (apenas cianamida hidrogenada na 1* safra) que ndo diferiram
estatisticamente (Tabela 12).

A qualidade de um produto € determinada, sensorialmente, pela sua aparéncia, textura
e “flavor” (sabor e aroma), tendo estes atributos importancia variada para cada segmento da
cadeia produtiva (desde o produtor até o consumidor). Os distribuidores enfatizam a aparéncia
e a textura, enquanto que os consumidores o “flavor” e a textura (Chitarra & Chitarra, 2005).
Ou seja, quanto maior for o indice de injtrias que os frutos apresentarem, mais desvalorizados
estes serdo no mercado.

Os frutos provenientes das arvores tratadas com cianamida hidrogenada (nas duas
safras), com (tratamento T2) e sem irrigagcdo (tratamento T5), apresentaram apenas a estria
como principal injdria. Enquanto que os frutos das arvores do controle (tratamento T1) e das
submetidas a cianamida hidrogenada e irrigacdo apenas na primeira safra (tratamento T3),
apresentaram como principais injdrias as dos tipos: mancha, estria, abrasdo, perfuracdo, perda
de firmeza e injuria no célice.

Enquanto que os frutos das arvores submetidas aos tratamentos T4 (irriga¢ao nas duas
safras) e T6 (cianamida hidrogenada apenas na 1* safra) apresentaram como principais
injurias a mancha, a estria e a abrasdo. Sendo que as arvores tratadas com o T4 apresentaram
também como principais injurias, nos frutos, a perda de firmeza e injtria no calice.

De acordo com Chitarra & Chitarra (2005), os estresses mecanicos ocorrem ao longo
do periodo de crescimento dos vegetais em decorréncia de fatores diversos, como ventos,
chuvas, granizo, etc. Podendo ser uma perturbacdo fisiolégica ou um dano fisico, como o
rompimento das células num ferimento, havendo regeneracdo dos tecidos com cicatriza¢ao da
area. Este inclui a fric¢do, impacto e compressao, causando um ou mais tipos de colapso nos
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tecidos. A identificacdo dos fatores pré-colheita que predispdem o desenvolvimento de
desordens fisiolégicas na fase pds-colheita, torna possivel a reducdo da incidéncia desses
fatores.

Tabela 12. Médias dos blocos e das colheitas para percentuais de frutos injuriados das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos na safra 2011-2012 (2° safra).

Inidria® Tratamentos
J T1 T2 T3 T4 T5 T6
Frutos s/ 31,07 a 37.32a 37494 28,56 a 3226a 21,90 ab
ll’ljllrlaS
Mancha 17,44 b 10,17¢d  16,12b 1531 abcd  1650b 19,29 ab
Estria 13,30 be 24,75 b 15,32 b 23,63 ab 28,46 a 2544 a
Abrasio 16,22 be 13,82 ¢ 1456b 1682 abcd  1568b 19,99 ab
Queimadura 0 1,41 de 2,60 ¢ 0,78 cd 2,28 cd 1,07d
de sol
Perfuracao 7,54 bcde 7,88 cde 8,66 bc 8,75 bed 9,61 bc 6,37 cd
Perda de
1242 bed 9,02 cde 721 bc  13,73abed 817 bcd 14,32 be
firmeza
Podridio 6,31 cde 1,41 de 1,04 ¢ 0,51 cd 1,96 cd 2,46 d
Cilice 16,89 be 10,81 cd 7,65 be 20,50 ab 874bcd 13,59 be
Deformidade 0,26 ¢ 0,00 e 227 ¢ 0,00 d 0,00 d 2,10d
Frutos
descartados 14,52 bc 10,85¢cd  851bc  1513abed  931bc 16,40 abc

Letras mintisculas e iguais nas colunas ndo apresentam diferenca significativa.
Ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos para as diferentes injurias.
* Injurias ilustradas na Figura 6.

Ja as injurias que menos tiveram incidéncia nos frutos (independente do tratamento
que as arvores receberam), na segunda safra, foram a queimadura de sol, podridao,
deformidade e perfuracdo, apresentando, respectivamente, um indice maximo de 2,60%,
6,31%, 2,27% e 9,61%. As que tiveram maior importancia foi a do tipo estria, seguida pela
mancha, abrasdo, perda de firmeza e injtria no célice.

1.4.2.3. Caracterizacio Quimica dos Frutos

Na safra 2011-2012 (2* safra) a concentracdo da acidez total tituldvel (AAT) dos frutos
nao apresentaram diferenga significativa para os diferentes tratamentos aplicados nas arvores
(p>0,134), para as colheitas (p>0,335) e para as interagdes (p>208).
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Esperava-se que houvesse diferencas e interagdes entre os tratamentos, colheitas e
blocos. Provavelmente as condicdes ambientais apresentadas ao longo desta safra e a grande
produtividade (como serd apresentado e discutido no item /.4.3.2.) contribuiu para estes
resultados inesperados.

A concentragdo da ATT nos frutos sé foi significativamente diferente (p<0,003) entre
as drvores com a copa ja formada (bloco B1) e as com a copa em formacao (bloco B2), sendo
que as arvores mais novas apresentaram os frutos mais acidos (Figura 28).
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Figura 28. Médias dos tratamentos e das colheitas para a acidez total titulavel dos frutos em
relac@o aos blocos na safra 2011-2012 (2* safra).

O maior indice de ATT nos frutos nas arvores do bloco B2 pode ter ocorrido devido ao
maior estresse que estas plantas sofreram devido a competicdo da parte reprodutiva e da parte
vegetativa por carboidratos, uma vez que a copa destas ainda estd em formacdo. A planta
estando sob estresse, tem a tendéncia de produzir metabolitos secundarios, intensificando
assim o metabolismo dos frutos, o que € corroborado pelas menores concentracdes de taninos
condensados, maiores concentracdes de sdlidos soliveis totais (dados apresentados e
discutidos posteriormente) e pelos menores calibre apresentados por estes mesmos frutos
(como visto na Figura 25). Segundo Antoniolli et al. (2002) o aumento da acidez nos frutos
pode ser devido a intensa atividade metabdlica do fruto, além da producgdo de intermediérios
do ciclo de Krebs.

Muitos dos metabdlitos secundérios sdo acidos organicos, como os acidos fendlicos
por exemplo. Portanto, o aumento desses compostos pode contribuir para o aumento da acidez
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nos frutos. De acordo com Angelo & Jorge (2007), os compostos fendlicos, como os taninos
condensados, que sdo originados do metabolismo secundario das plantas, se formam em
condicdes de estresse como, infeccdes, ferimentos, radiagdo UV, dentre outros.

Ja em relacdo a concentracdo dos solidos soliveis totais (SST) na safra 2011-2012 (2*
safra), os das arvores com a copa ja formada (bloco B1) apresentaram concentragdes
(13,4°Brix) significativamente superiores (p<0,036) do que a concentracdo (13,2°Brix) dos
das arvores com a copa em formacao (bloco B2).

E possivel que as menores concentracdes de SST nos frutos das drvores do bloco B2
tenha ocorrido devido a maior competi¢do por carboidratos entre a parte reprodutiva e a parte
vegetativa que essas plantas sofreram devido a formagdo da copa, estando estes consonantes
com os resultados de ATT (como visto anteriormente), de taninos condensados (como
demonstrados posteriormente) e dos calibres apresentados pelos mesmos frutos (como visto
na Figura 25).

E possivel observar na Figura 29 que, durante a segunda safra, as drvores submetidas
ao tratamento T6 (somente cianamida hidrogenada apenas na primeira safra), com a copa em
formagdo (bloco B2), foram as tinicas que apresentaram frutos com maiores concentragdes de
SST, em comparacdo com as arvores com a copa ja formada (bloco B1). As arvores do
controle (tratamento T1) e as submetidas apenas a cianamida hidrogenada nas duas safras
(tratamento T5), foram as uUnicas que ndo apresentaram diferencas significativas entre as
arvores do bloco B1 e do bloco B2.
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E possivel que, nas condi¢des apresentadas durante a segunda safra, a aplicacdo da
cianamida hidrogenada em conjunto da irrigacdo (tratamento T2), realizada nas duas safras,
em drvores com a copa ja desenvolvidas (bloco B1), esteja contribuindo para uma maior
concentracdo de SST nos frutos. Este efeito pode também estar sendo transmitido de uma
safra para a safra seguinte, uma vez que as arvores do bloco B1 que receberam o tratamento
T3 (cianamida hidrogenada e irrigacdo apenas na primeira safra) apresentaram a segunda
maior concentragao de SST nos frutos. Ja a aplicacdo apenas da cianamida hidrogenada nas
duas safras (tratamento T5) e somente na primeira safra (tratamento T6), podem ter
contribuido para as menores concentracdes de SST nos frutos.

No caso das arvores submetidas ao tratamento T3, este na primeira safra pode estar
contribuindo para um maior acumulo de carboidratos para a safra seguinte (2* safra). Isto pode
contribuir para um maior vigor na brotacdo vegetativa e com isso diminuir a competi¢ao por
carboidratos, diminuindo assim o estresse sofrido pela planta e favorecendo uma maior
concentracdo de SST nos frutos destas.

Isto € corroborado pelo maior vigor da brotacdo vegetativa que as plantas submetidas
ao tratamento T3 apresentaram na segunda safra (como visto na Figura 16), sendo este maior
do que o das arvores do controle (tratamento T1) e o das submetidas apenas a irrigacdo
(tratamento T4). Apesar das 4rvores submetidas ao tratamento T6 (somente cianamida
hidrogenada apenas na 1* safra) terem também apresentado vigor equivalente ao das
submetidas ao tratamento T3, estas ndo apresentaram frutos com os mesmos resultados, o que
pode indicar que a irrigagcdo utilizada junto com a cianamida hidrogenada no tratamento T3
estd fazendo diferenca.

E possivel verificar também que o comportamento da concentra¢io dos SST, nos
frutos das arvores que receberam os diferentes tratamentos ndo foi 0 mesmo para as arvores
com a copa ja formada (bloco B1) e com a copa em formacio (bloco B2). E possivel que a
idade das 4rvores esteja afetando a forma como os diferentes tratamentos contribuem na
concentracdo dos SST dos frutos da safra 2011-2012 (2* safra). Esta diferenca sé nao foi
encontrada nos frutos das arvores do controle (tratamento T1) e das submetidas ao tratamento
TS5 (apenas cianamida hidrogenada nas duas safras). E as maiores diferencas foram
encontradas nas arvores submetidas aos tratamentos T2, T3 e T6.

Pela Tabela 13, interacao entre colheitas e tratamentos, € possivel constatar que houve
uma maior concentracdo de SST nos frutos das tultimas colheitas. Sendo que as arvores
submetidas ao tratamento T2 (cianamida hidrogenada e irrigagdo) foram as que apresentaram
as maiores concentracdes de SST nos frutos em um maior nimero de colheitas (3%, 4* ¢ 5*
colheitas), na safra 2011-2012 (2? safra).
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Tabela 13. Médias dos blocos para os sélidos soluveis totais (°Brix) dos frutos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos nas colheitas ao longo da safra 2011-2012

(2* safra).
Colheitas T1 T2 Tgratamenm;4 T5 T6
1° I30Ed  138Cb  134Cc  143Ba  128De  I22Ef
2 133Da  125Ec  I22Fd  129Db  132Ca  129Ch
3 128Fb  133Da  129Eb  I25Ec  122Ed  12,5Dc
4 135Cd  144Ba  137Bc  138Cc  135Bd  14,1Ab
5 146Aa  145Aa  132Dc  I26Ed  13,8Ab  13,9Bb
6 14,2 Bb - 14,1 Abe 15,5 Aa - 14,0 ABc

Letras mailusculas e iguais nas colunas e letras minisculas e iguais nas linhas ndo apresentam diferengca
significativa.

O aumento dos SST nas ultimas colheitas da segunda safra provavelmente foi devido a
diminui¢do da competi¢do por carboidratos entre os frutos por conta da eliminac¢do de drenos
de carboidratos (frutos colhidos). Isso € corroborado pelos resultados dos taninos condensados
(resultados apresentados e discutidos posteriormente), onde suas concentragdes diminuem ao
longo da safra e pelos resultados do calibre desses mesmos frutos, que aumentaram ao longo
da safra (como apresentado na Tabela 11).

Ao se comparar a concentracdo dos SST dos frutos das drvores com a copa ja
totalmente formada (bloco B1) com os das drvores com a copa em formacdo (bloco B2) ao
longo da segunda safra (interagdo entre colheitas e blocos), € possivel verificar que os frutos
das arvores do bloco B2 apresentaram menores concentracdes até a terceira colheita, havendo
uma inversdo na quarta e quinta colheita. Verificou-se também, nos dois blocos, uma
tendéncia de diminui¢do das concentragdes da primeira até a terceira colheita e uma tendéncia
de aumento destas, da terceira até a ultima colheita (Figura 30).
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Figura 30. Médias dos tratamentos para os s6lidos soluveis totais dos frutos das plantas nas
colheitas ao longo da safra 2011-2012 (2* safra) em relagd@o aos diferentes blocos.

As condi¢des que se apresentaram ao longo da segunda safra provavelmente
contribuiram para um aumento do estresse sofrido pelas arvores até a terceira colheita. Em
especial nas arvores com a copa em formacdo (bloco B2), uma vez que estas apresentaram
menores concentragdes sé até esta colheita. A partir da terceira colheita, com a retirada de
varios drenos de carboidratos (frutos colhidos), a competicdo por carboidratos deve ter
diminuido a um nivel que permitiu que os frutos das arvores do bloco B2 apresentassem as
maiores concentracdes de SST (4? e 5 colheita).

Na segunda safra 2011-2012 (2* safra), em relacio a concentracdo de taninos
condensados (TC),as drvores com a copa ja formada (bloco B1) apresentaram concentragdes
(3,21mg.100g™) significativamente inferiores (p<0,001) do que as concentracdes (3,60
mg.100g") dos frutos das drvores com a copa em formagdo (bloco B2). Provavelmente as
maiores concentragdes nas arvores do bloco B2 ocorreram devido a uma maior estresse
gerado pela maior competi¢do por carboidratos entre a parte reprodutiva e a parte vegetativa
(formagdo da copa e acumulo de carboidratos para a safra seguinte) destas. Isto € corroborado
pelos menores calibres (como visto no item /.4.2.2.), pelas maiores concentragdes de ATT e
menores concentragdes de SST (como visto anteriormente) que estes mesmos frutos
apresentaram.

Um dos problemas pds-colheita da cultura de caqui € a retirada de adstringéncia dos
frutos de variedades taninosas ou varidveis a época de colheita (Shimizu et al., 2002). A falta
de conhecimento e tecnologia disponivel aos produtores faz com que sejam aplicadas técnicas
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rudimentares que, eliminam a adstringéncia, mas promovem amolecimento do fruto,
impedindo sua conservagdo por periodo prolongado (Mufioz, 2002). A concentracdo inicial
dos TC provavelmente ird influenciar nas técnicas de retirada da adstringéncia. Com isso
pode-se determinar tempos de exposicdo e/ou concentracdes dos diferentes principios ativos
que provocam a retirada da adstringéncia ao longo das colheitas.

Em relacdo a concentragdo de TC nos frutos, as drvores de diferentes idades (blocos)
responderam de forma diferente aos tratamentos aplicados. As com a copa em formada (bloco
B1), os frutos das arvores do controle (tratamento T1) foram os que apresentaram as maiores
concentracoes, sendo que as submetidas a cianamida hidrogena e irrigagdo nas duas safras
(tratamento T2) e apenas cianamida hidrogenada nas duas safras (tratamento TY)
apresentaram, respectivamente, frutos com a terceira maior concentracio € menor
concentracao.

Enquanto que nas arvores com a copa em formacdo (bloco B2), as tratadas com
cianamida hidrogenada, com (tratamento T2) e sem irrigacdo (tratamento T5), apresentaram
os frutos com a segunda maior concentragdo de TC, ficando atrds apenas dos frutos das
submetidas ao tratamento T3 (cianamida hidrogenada e irrigacdo apenas na primeira safra).
As arvores do controle (tratamento T1) foram as que apresentaram os frutos com a terceira
menor concentracdo e as submetidas ao tratamento T4 (apenas irrigacdo) foram os que
apresentaram as menores concentragdes (Figura 31).
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Figura 31. Médias das colheitas para os taninos condensados dos frutos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos em relagc@o aos blocos (2* safra).
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E provével que a idade das 4rvores interfira a forma como os diferentes tratamentos
aplicados nas arvores afetaram a concentracdo de TC nos frutos. Talvez, nas arvores do bloco
B2, os tratamentos estejam contribuindo, em algum momento, para 0 maior crescimento
vegetativo das plantas. O que estaria aumentando o estresse destas, devido a maior
competi¢do por carboidratos, e contribuiriam para a maior concentracdo dos TC nos frutos.
Isto € corroborado pelos resultados de SST, onde estes mesmos frutos apresentaram uma
tendéncia de conterem as menores concentragdes de SST (como visto anteriormente).

Pela Tabela 14 observa-se que a aplicacao da cianamida hidrogenada (nas duas safras),
com (tratamento T2) ou sem irrigacdo (tratamento T5), pode ter contribuido para que as
concentracdes dos TC ndo se elevassem nos frutos ao longo da safra 2011-2012 (2* safra),
uma vez que em nenhuma das colheitas as darvores submetidas a esses tratamentos
apresentaram frutos com as maiores concentracdes. A aplicagdo apenas da irrigacdo
(tratamento T4), provavelmente contribuiu para manter as concentracdes de TC mais baixas,
J4 que somente na segunda colheita essas apresentaram as maiores concentragdes de TC em
seus frutos.

Tabela 14. Médias dos blocos para os taninos condensados (mg.100g™) dos frutos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos nas colheitas ao longo da safra 2011-2012 (2*

safra).
Colheitas ——7 T2 Tgratameans4 T5 T6
1° 531Aa 449Ac  497Bb  308Bb  425Ac  576Aa
2 434Bbc  456Ab  540Aa  528Aa  352Bb  408Bc
3 354Cb  363Bb  421Ca  317Bc  269Dd 1,84 De
4 439Ba  248Cc  294Db  1,94Cd  316Ch 2,53 Cc
5 169Dc  1,73Dc  245Eab  219Ch  1,36Ed 2,68 Ca
6 3,55 Ca - 2,68 DEb 1,39 De - 1,74 De

Letras maiiisculas e iguais nas colunas e letras miniisculas e iguais nas linhas ndo apresentam diferenga
significativa.

Ja as arvores do controle (tratamento T1) e as que foram submetidas ao tratamento T3
(cianamida e irrigacdo apenas na primeira safra) apresentaram as maiores concentragdes em
trés colheitas. Sendo estas, respectivamente, a primeira, quarta e sexta, e a segunda, terceira e
quinta colheita.

E possivel verificar também que ao longo da safra (2* safra) a concentracio dos TC
nos frutos apresentaram tendéncia de diminuir, independente do tratamento aplicado nas
arvores. Provavelmente o estresse gerado pela competi¢do por carboidratos entre a parte
reprodutiva e vegetativa das plantas foi menor nas tultimas colheitas, devido a eliminacdo de
drenos de carboidratos (frutos colhidos). Isto € corroborado pela tendéncia do aumento dos
SST (como visto anteriormente) e pelo aumento do calibre nestes mesmos frutos (como visto
no item /.4.2.2.).

A tendéncia da reducdo da concentracdo dos TC nos frutos ao longo da safra 2011-
2012 (2* safra) ocorreu tanto nas arvores com a copa ja formada (bloco B1) como nas com a
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copa em formacdo (bloco B2). As arvores do bloco B2 mostraram também a tendéncia de
apresentarem os frutos com as maiores concentragdes de TC, o que ndo ocorreu na terceira e
quinta colheita (Figura 32).
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Figura 32. Médias dos tratamentos para os taninos condensados dos frutos durante as
colheitas da safra 2011-2012 (2* safra) em relacdo aos diferentes blocos.

Os resultados indicam que, possivelmente, as drvores do bloco B2 passaram por
maiores estresses ao longo da segunda safra, gerando maiores concentracdes de taninos
condensados nos frutos. Este maior estresse pode ser devido a maior competicdo por
carboidratos por conta do crescimento e formacdo da copa destas arvores, sendo que ao longo
da safra, com a colheita dos frutos (elimina¢do de drenos de carboidratos), o estresse diminui,
diminuindo assim a competi¢do por carboidratos. Isto pode ser confirmado pela tendéncia no
aumento das concentracdes de SST (como visto anteriormente) e pelo aumento dos calibres
(como visto no item /.4.2.2.) desses mesmos frutos nas ultimas colheitas.

1.4.3. Comparacao e Avaliacao das Safras 2010-2011 e 2011-2012 (1* e 2° Safras)

Durante as duas safras, nenhum dos tratamentos aplicados nas arvores foi capaz de
antecipar o inicio das colheitas. Contudo, as drvores que receberam a cianamida hidrogenada,
com ou sem irrigacdo, apresentaram a tendéncia de concentrar as colheitas, apresentando uma
colheita a menos do que as submetidas aos demais tratamentos.

As duas safras apresentara um total de seis colheitas (realizadas quinzenalmente),
sendo que a diferenca do inicio das colheitas (em cada um dos anos) foi praticamente o
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mesmo nas duas safras. A safra 2010-2011 (1?* safra) apresentou o inicio aproximadamente
uma semana antes do da safra 2011-2012 (2* safra), sendo estes, respectivamentes, nos dias
vinte e oito de Fevereiro de 2011 (28/02/2011) e oito de Marco de 2012 (08/03/2012).

Constatou-se também que, nas duas safras, as arvores com a copa em desenvolvimento
(bloco B2) apresentaram uma concentra¢do na safra (possuindo apenas cinco colheitas) em
comparagdo com as drvores ja totalmente desenvolvidas (bloco B1). O fato da copa ainda
estar em desenvolvimento pode propiciar condi¢des favordveis para maturacdo mais rapida
dos frutos, como por exemplo uma maior entrada de raios solares devido a uma copa menos
densa e/ou uma maior temperatura no interior da copa.

Segundo Chitarra & Chitarra (2005), a elevacdo da temperatura tem efeito marcante na
reducgdo do periodo de desenvolvimento, por intensificar a atividade respiratdria, promovendo
aumento da transpira¢do, modificagdes na coloragdo, nos teores de s6lidos soluveis totais e de
outros constituintes quimicos.

1.4.3.1. Fatores de Producio da Cultura do Caqui ‘Mikado’

Verificou-se que o sistema de irrigacao adotado no experimento (microaspersao) nao
foi o mais adequado para. Este sistema de irrigacdo, apesar de ser uma interessante escolha
pela sua efici€ncia no uso da dgua, apresentou-se inadequado para o caquizeiro, conforme este
¢ cultivado na regido. Como os frutos destes estdo nas extremidades dos galhos, ao
comegarem a ganhar massa, fazem com que os galhos da copa sejam rebaixados e cheguem
proximo ao solo, podendo até tocar a terra caso este ndo seja escorado. Isso fez com que o
microaspersor ficasse sob a copa, em um ambiente pouco ventilado.

Durante o experimento, para evitar possiveis problemas fitossanitdrios, devido a
formacdo de um microclima no interior das copas com um alto teor de umidade, quando as
plantas comecgavam a apresentar estas caracteristicas a irrigacdo era suspensa. Provavelmente
o melhor sistema de irrigagao para a producdo do caquizeiro seja a aspersao sobre copa. Este
tipo de irrigacdo, além de evitar os problemas que se teve com a microaspersao, poderia ser
utilizado como defesa contra geada em regides suscetiveis. O sistema de gotejamento também
seria uma alternativa vidvel ao sistema de microaspersdo e teria um uso mais eficiente da
agua, sendo este sistema mais indicado para locais com um declive muito acentuado ou pouca
disponibilidade de dgua (para um uso mais eficiente da dgua).

Contudo, caso aja um escoramento eficiente dos galhos, onde nao dificulte a colheita e
os tratos culturais (sem gerar custos elevados para a producdo), o sistema de microaspersor
podera ser utilizado, uma vez que nao haverd a formacdo de um microclima no interior da
copa. A irrigacdo localizada é adaptdvel as mais diversas condi¢des de relevo e todo tipo de
taxa de infiltracdo. Pode ser usada em casos extremos, como solos muito arenosos ou muito
pesados. Este tipo de irrigacdo provoca menor efeito de doengas que a aspersao e permite
umedecimento de apenas parte da drea. O efeito do vento ndo é problema no caso do
gotejamento e afeta a uniformidade de distribuicdo e eficiéncia de forma muito mais amena na
microaspersdao, do que na aspersdao (Trentin, 2005). O método de irrigagcdo mais citado na
literatura para o caquizeiro € o da irrigacdo localizada. Nos trabalhos de quebra de dorméncia
realizado por Ayub et al. (2009) e no de avaliacdo da fenologia realizado por Razzouk (2007),
ambos utilizaram a irrigagdo por microaspersao.

Constatou-se também que os produtores ndo realizam a poda no periodo em que a
planta estd em dorméncia, devido ao fato de ndo haver como diferenciar visualmente os ramos
mortos dos sadios. Isto foi corroborado pela avaliagdo fenoldgica, onde alguns dos ramos
mortos foram identificados para serem utilizados durante a coleta de dados. A poda excessiva
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de ramos vidveis, deixando-se os ramos invidveis, poderia acarretar uma queda significativa
da produtividade. Por conta deste risco os produtores realizam apenas a poda de formagdao em
mudas e a poda de limpeza em drvores (feita apds a brotacdo vegetativa), tendo assim a
garantia que estdo retirando apenas os ramos inviaveis e/ou indesejados.

Outros problemas também foram detectado durante as safras e a coleta dos dados
fenoldgicos. Constatou-se que alguns galhos apresentaram morte parcial de seus tecidos, sem
que a drvore ou os ramos afetados apresentassem sintomas (Figura 33). Segundo observagdes
realizadas no decorrer do experimento, além do que foi visualizado em outras drvores, no
pomar, esta morte parcial pode ocorrer em qualquer parte do ramo, até mesmo no caule
principal. Sem diminuir a produtividade da planta ou apresentar algum sintoma nas folhas,
podendo levar, em ultimo caso, a quebra do tronco principal e por consequéncia a perda da
arvore.

Figura 33. Ruptura do galho devido ao enfraquecimento decorrente da morte parcial do

interior deste e o excesso de frutos: necrose parcial do galho (A); local onde o
galho rompeu (B); perda de frutos e da arquitetura da planta.
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Isto poderia ter sido minimizado com a utilizacdo de escoramento, contudo, apenas a
determinacdo do que estd causando esta morte parcial poderia indicar uma estratégia de
controle. A principio, este problema pode estar afetando apenas a resisténcia dos galhos das
arvores, mas pode também estar reduzindo a produtividade destas devido a reducao do fluxo
da seiva. Se esta reducgdo estd ocorrendo é de forma gradativa, e com isso os produtores nao
conseguem percebe-la.

Segundo Kimati et al. (1997), o declinio do caquizeiro pode provocar vérios pontos de
necrose no floema. Contudo, diferente do declinio, ndo houve murcha de folhas maduras no
apice dos ramos, seca descendente destes e/ou brotacdes anormais nas arvores que
apresentaram este problema.

Esta quebra e necrose sé foram identificadas no pomar mais antigo, podendo ter
ocorrido devido a idade elevada das plantas. Isso ocorre em apenas algumas plantas e a
estratégia dos produtores € conduzir estas até o ponto em que apresentem produtividade
satisfatoria e/ou morra, sendo entdo substituida por uma nova muda. Se este problema for
devido a idade avangada das plantas, a estratégia adotada seria adequada para a renovagao dos
pomares, uma vez que as propriedades sdo pequenas e a substituicio de muitas plantas
acarretaria em queda de produtividade que poderia levar a inviabilidade econdomica da
producdo.

1.4.3.2. Producao e Produtividade

As colheitas dos frutos nas arvores do experimento foram realizadas de 15 em 15 dias,
sendo a 1* safra iniciada em vinte e oito de Fevereiro de 2011 (28/02/2011) e a 2* safra em
oito de Marco de 2012 (08/03/2012). Nao houve antecipacdo do inicio da colheita para as
arvores tratadas com cianamida hidrogenada. Contudo, nas duas safras, verificou-se um
menor nimero de colheitas nas arvores tratadas com cianamida hidrogenada (na safra em que
estas receberam este tratamento), independente da aplicacdo da irrigacdo, o que indica uma
concentracdo da safra. De acordo com Mizobutsi (2003), em caqui Rubi, diferente dos
resultados encontrados no caqui ‘Mikado’, a cianamida hidrogenada antecipou a colheita em
dois meses e meio.

Considerando-se as duas safras, ndo houve diferenca significativa (p>0,849) entre a
produtividade média dos tratamentos e nem dos blocos ou safras. A produtividade variou de
4.098,09Kg.ha'1 a 6.068,19Kg.ha” por colheita e 19.465,97Kg.ha1'1 a 31.857,97Kg.ha™ por
safra, sendo o espagamento entre plantas de 5 X 5m (400 arvores por ha) e a produtividade
média por safra de 25.311,19Kg.ha”’. Esses resultados indicam que a utiliza¢io sucessiva da
cianamida hidrogenada ndo afeta a produtividade das arvores de caquizeiro. J4 em relacdo as
colheitas, verificou-se que a produtividade aumentou conforme as colheitas foram sendo
realizadas (Figura 34). Observou-se também um aumento significativo na produtividade das
colheitas na segunda safra, onde a média por colheita na primeira safra foi de 3.733,89Kg.ha”
e na segunda foi de 6.049,52Kg.ha™".
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Figura 34. Médias dos tratamentos, blocos e safras para a produtividade do caquizeiro
(Kg.ha’l) em relacdo as colheitas.

Segundo Martins & Pereira (1989), uma planta adulta de caquizeiro, de modo geral,
produz (em culturas bem conduzidas) de 100 a 150 quilos de frutos anualmente, o que com o
espacamento adotado nas arvores do experimento seria de 40.000 a 60.000 quilos de frutos
por hectare. Contudo esses mesmos autores, afirmam que o espacamento ideal para o
caquizeiro € de 7 X 7m (204 arvores por hectare), que segundo as estimativas produziriam
20.400 quilos por hectare. Em comparacdo com estes dados, nas condigdes em que o
experimento foi conduzido, o espacamento adotado (5 X 5m) foi favordvel, j4 que este
apresentou uma produtividade média maior (25.311,19 Kg.ha™).

De acordo com informagdes obtidas no site oficial do Comité de Fruticultura da
Metade Sul do RGS (Frutas — RS, 2013), o espacamento de plantio varia em fung¢do da
variedade a ser cultivada. Para as variedades do tipo taninoso e varidvel, cujas plantas sdao
mais vigorosas, os espacamentos mais utilizados sao 8 X 7m (178 plantas por ha), 7 X 7m
(204 plantas/ha) e 7 X 6m (238 plantas por ha). J4 para as variedades do tipo ndo taninosos,
cujas copas s20 menos vigorosas, 0s espacamentos mais utilizados sdo os de 7 X 6m (238
plantas/ha), 6 X 6m (277 plantas por ha) e 6 X 5Sm (333 plantas por ha).

Segundo informagdes obtidas no site oficial do IBGE (2013), a produtividade do
caquizeiro no Brasil variou, em 2011, de 13.155,00Kg.hal'1 (Parana) a 22.824,00Kg.ha'1 (Sao
Paulo). J4 o estado do Rio de Janeiro apresentou uma produtividade de 21.408,00Kg.ha' e no
municipio de Sumidouro foi de 28.000,00Kg.ha™.
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A cianamida hidrogenada € capaz de promover aumento do nimero de frutos por
planta e, consequentemente, aumento da produtividade, em caquizeiro da variedade ‘Fuyu’
(Ayub et al., 2009). Contudo, nem a cianamida hidrogenada, a irrigacdo ou a associacdo de
ambos, aumentaram a produtividade das drvores de caqui ‘Mikado’ do experimento, nas
safras de 2010-2011 (1%safra) e 2011-2012 (2* safra).

Considerando-se as duas safras, ndo houve diferenca significativa de perdas durante o
transporte dos frutos (p>0,237), nem em relacdo aos tratamentos ou em relagdo as colheitas,
variando em média de 9,87 a 20,57% durante as colheitas e de 8,18 a 19,18% entre os
tratamentos. Em relacdo as perdas no campo, nao houve diferenca entre as safras ou entre as
arvores com a copa ja totalmente desenvolvida (bloco B1) e as que apresentavam a copa ainda
em desenvolvimento (bloco B2), havendo apenas diferencas significativas ao longo das
colheitas (Figura 35).
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Figura 35. Médias dos tratamentos, blocos e safras para o percentual de de perdas de frutos no
campo em relacdo as colheitas.

Considerando esses resultados, os tratamentos que receberam cianamida hidrogenada
ndo tiveram a sexta colheita. A ado¢do de colheitas semanais, ao invés de quinzenais pode
proporcionar menores perdas no campo, consequentemente um aumento na receita bruta.

Uma vez que a cianamida hidrogenada foi capaz de concentrar as safras nas primeiras
colheitas, a reducdo entre o intervalo das colheitas poderia proporcionar ndo sé uma
diminui¢do nas perdas de campo, como também um aumento na qualidade dos frutos. Ja que
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estes permaneceriam por um periodo de tempo menor no campo (em comparagdo com 0s
frutos das drvores ndo tratadas), tendo uma menor exposi¢cdo a condi¢des adversas.

No Brasil estima-se que entre a colheita e a mesa do consumidor ocorrem perdas de
at¢é 30% das frutas, sendo este desperdicio causado principalmente por falhas no
armazenamento e transporte (Assmann et al., 2006). Esses dados concordam com os pelos
resultados obtido ao longo do experimento, sendo que as maiores perdas registrada foram
durante o transporte (por volta de 20%). Estas ndo sdo necessariamente devido a deficiéncia
no transporte e sim pela qualidade do fruto que chega para o transportado, onde este pode
apresentar aparéncia adequada para comercializagdo, contudo ja estar em um estado
fisiolégico avancado de tal forma que ndo resiste ao transporte. J4 no campo, as perdas
registradas foram por volta de 12%.

Os tratamentos também apresentaram diferenca significativa em relacdo as perdas
médias por colheita no campo. O tratamento T1 foi o que demonstrou as maiores perdas e o
tratamento T6 as menores, contudo ndo houve diferenga significativa entre o restante dos
tratamentos e entre esses dois tratamentos (Figura 36).
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Figura 36. Médias das safras, colheitas e blocos para o percentual de perdas de frutos no
campo em relacdo aos tratamentos aplicados nas plantas.

Apesar da cianamida hidrogenada, da irrigacdo, ou da associacdo das duas ndo terem
reduzido significativamente as perdas no campo, nas condi¢des em que o experimento foi
conduzido, a diminui¢do do intervalo entre as colheitas poderia proporcionar um resultado
totalmente diferente.
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1.4.3.3. Caracterizacao dos Frutos

Os frutos apresentaram calibres com diferencas significativas entre as safras, blocos,
colheitas e tratamentos. Na Figura 37 observa-se que em relacdo aos blocos, o bloco B2
(arvores mais novas, com a copa em desenvolvimento) mostrou em média um menor calibre
nas duas safras, contudo a diferenca foi bem maior na segunda safra. E possivel verificar
também que houve uma diminuicao dos calibres na segunda safra nos dois blocos.

78,00
77,25 % y
76,50 l‘ |
75,75 H
N ]
/g 75,00 -
o 7425 :
S
= ]
O 73,50 -
72,75 H
72,00 i 1. ]
71,25 H % ]
70,50 B.1 B.2 NN 17 Safra
22 Safra
Blocos

Figura 37. Médias dos tratamentos e colheitas para o calibre dos frutos das plantas com a copa
totalmente desenvolvida (bloco B1) e das com a copa em desenvolvimento (bloco
B2) nas diferentes safras (1* e 2° safras).

Provavelmente as arvores do bloco B2 apresentaram um menor calibre por haver uma
maior competicdo entre a parte vegetativa da planta (desenvolvimento da copa e
armazenamento de carboidratos para a safra seguinte) e a reprodutiva. Isso € corroborado
pelos dados da produtividade (como visto no item [/.4.3.2.), uma vez que quando a
produtividade aumentou na 2* safra, a diferenca entre o calibre dos frutos do bloco B2
aumentou em relacdo ao do bloco Bl, provavelmente devido a maior competi¢do por
carboidratos na segunda safra. Sendo que as arvores dos dois blocos apresentaram frutos com
menores calibres na safra 2011-2012 (2? safra).

Corsato (2004), avaliando caquizeiros da variedade Rama Forte, sugere a
independéncia das reservas contidas na raiz para o desenvolvimento dos frutos, o que
demonstra a importancia dos ramos possuirem reservas adequadas para o préximo ciclo.
Corsato et al. (2008) preconizam que a mobilizacio do amido de reserva nos ramos de
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caquizeiro, da cultivar Rama Forte, possui grande importancia na sustentacdo de um novo
fluxo de brotag@o no inicio do desenvolvimento vegetativo. Sendo que a reposi¢do no estoque
desse amido de reserva nos ramos e nas raizes ocorre, principalmente, entre o florescimento e
a abscisao foliar.

Ao se comparar os calibres dos frutos das arvores submetidas a diferentes tratamentos,
sem considerar a idade e o desenvolvimento da copa das arvores (blocos), verificou-se uma
diferenca significativa entre as duas safras. Com excessdo das 4arvores tratadas com a
cianamida hidrogenada nas duas safras, com (tratamento T2) e sem irrigacdo (tratamento T5),
e as submetidas ao tratamento T6 (apenas cianamida hidrogenada na 1* safra), as arvores
submetidas aos demais tratamentos apresentaram, na segunda safra, frutos com menor calibre
(Figura 38).
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Figura 38. Médias dos blocos e colheitas para o calibre dos frutos das plantas submetidas aos
diferentes tratamentos em relacdo as safras (1* e 2* safras).

Provavelmente, os frutos apresentaram um menor calibre na segunda safra devido a
uma maior competicao por carboidratos, decorrente da maior produtividade apresentada pelas
arvores na segunda safra (como visto no item /.4.3.2.).

E possivel também que a aplicacdo da cianamida hidrogenada na segunda safra nas
arvores submetidas aos tratamentos T2 e TS5 tenha auxiliado e evitado a redugdo dos calibres
dos frutos. Isto pode ser divido ao maior periodo de tempo que os frutos em desenvolvimento
permaneceram nos ramos (1,5 semanas), como visto no item /.4.2.1.3. anteriormente. Este
maior periodo pode ter proporcionado a oportunidade dos frutos armazenarem mais reservas,
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permitindo maiores calibres. O fato dessas mesmas arvores terem apresentado uma brotagao
vegetativa em pelo menos duas semanas antes das demais (como visto no item /.4.2.1.1.)
pode ter colaborado para que os 6rgaos de reservas apresentassem um maior acumulo inicial
de carboidratos, diminuindo assim um pouco a competicdo entre a parte reprodutiva e a
vegetativa da planta.

Com excegdo das arvores submetidas ao tratamento T3 (cianamida hidrogenada e
irrigacdo apenas na 1% safra), as arvores com a copa totalmente desenvolvida (bloco B1)
apresentaram frutos com calibres maiores do que as 4rvores com a copa ainda em
desenvolvimento (bloco B2), considerando-se as duas safras (Figura 39).
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Figura 39. Médias das safras e colheitas para o calibre dos frutos das plantas submetidas aos
diferentes tratamentos em relacdo aos blocos.

Provavelmente o menor calibre dos frutos das arvores do bloco B2 se deve pela maior
competi¢do por carboidratos entre a parte vegetativa e a parte reprodutiva. Isto € corroborado
pelos resultados das concentragdes nos frutos de solidos soldveis totais (menores
concentracdes nos frutos das arvores do bloco B2, com excecdo dos tratamentos T1 e T6) e
taninos condensados (maiores concentracdes nos frutos das arvores do bloco B2, com exce¢do
do tratamento T1), sendo estes resultados discutidos no item /.4.3.4. O que € condizente com
a suposicdo de que os frutos das drvores do bloco B2 sofreram um maior estresse devido a
maior competi¢ao por carboidratos entre a parte vegetativa (acumulo de reservas e formacgao
da copa) e a parte reprodutiva.
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Ao se comparar os calibres dos frutos, considerando-se apenas as colheitas ao longo
das duas safras, constata-se que os calibres dos frutos da primeira safra (com excecdo da
ultima colheita) foram sempre maiores do que os da segunda. E possivel observar também que
ao longo das duas safras, o calibre dos frutos aumentam a cada colheita (Figura 40).
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Figura 40. Médias dos tratamentos e blocos para o calibre dos frutos nas colheitas ao longo
das duas safras.

Estes resultados corroboram com a suposicao de que devido a maior produtividade na
segunda safra (como visto no item /.4.3.2.), houve uma maior competi¢do entre os frutos em
si e entre a parte vegetativa. As concentragdes dos sélidos soldveis totais (menores em todas
as colheitas na segunda safra, com excecdo da colheita C1) e dos taninos condensados
(maiores em todas as colheitas na segunda safra, com exce¢ao das colheitas C1 e C6) nos
mesmos frutos (sendo estes discutidos posteriormente no item /.4.3.4.) também fortalecem
esta conjectura. Sendo também reforcada pelo fato de que nas duas safras os frutos
aumentaram de calibre ao longo das colheitas.

O aumento do calibre dos frutos ao longo das colheitas estd associado tanto com o
maior periodo de tempo de permanéncia destes na planta, quanto devido a diminui¢do do
estresse sofrido ao longo das colheitas. Os frutos colhidos tardiamente possuem um maior
tempo, nos ramos, para armazenar uma maior quantidade de reservas e se desenvolver mais,
enquanto que, conforme ocorre a colheita, o nimero de drenos de carboidratos diminui (frutos
colhidos), diminuindo a intensidade da competicio e consequentemente o estresse sofrido
pelos frutos remanescentes.
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A diminui¢do do estresse ao longo das colheitas € condizente com os resultados das
concentragdes dos solidos soluveis totais nos frutos (tendéncia de aumento das concentragdes
ao longo das colheitas) e taninos concentrados (tendéncia de diminui¢cdo das concentracdes ao
longo das colheitas), sendo estes discutidos item /.4.3.4. posteriormente.

Segundo Corsato (2004), o caquizeiro é uma fruteira sujeita a alternancia de producao.
Devido a competitividade entre os ramos vegetativos e os frutos é comum que haja
alternancias na producdo de uma safra para outra. Quando em uma safra ocorre grande
producdo ndo hd acimulo de reserva suficiente nos ramos para garantir um desenvolvimento
adequado na parte aérea da préxima safra para mais uma grande producio.

A alternancia de producgdo, caracteristica natural do caqui 'Pomelo’, pode ser
controlada mediante poda severa de ramos no inverno e desbaste precoce dos frutos em
excesso, em anos em que se espera frutificagdo abundante (Ojima, 1985).

Ao se verificar o formato e a massa dos frutos de caqui da variedade ‘Mikado’ ao
longo do experimento, constatou-se que ha uma correlac@o significativa entre o calibre e o
comprimento (Figura 41) e entre o calibre e a massa dos frutos (Figura 42), onde quanto
maior for o calibre, maior serd o comprimento e a massa do fruto.
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Figura 41. Correlacdo entre o calibre e o comprimento dos frutos colhidos ao longo das duas safras.
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Figura 42. Correlacdo entre o calibre e a massa dos frutos colhidos ao longo das duas safras.



O tamanho dos frutos varia muito de variedade para variedade. Nas condi¢des
experimentais, os frutos da variedade ‘Mikado’ apresentaram em média massa de 201,76g,
sendo a menor massa de 22,60g e a maior de 438,73g. Razzouk (2007), avaliando a fenologia
de dez variedades de caquizeiro em regides tropicais, verificou que a variedade Jiro produziu
os maiores frutos (290,75g), seguido pelas variedades Fuyuhana (148,21g), Fuyu (116,26g)
Pomelo (116,22g), Rubi (93,31g), Rama Forte (70,03g) e Giombo (68,97g).

Os frutos ao serem embalados sdo separados e classificados, sendo que um dos
parametros de classificagoes adotado € o calibre destes. A classificacdo do fruto de caqui pelo
calibre € feita em 8 categorias, variando de 4 a 11 ( FAEP, 2013). Considerando-se os dados
obtidos com as andlises de correlacdes e o sistema atual de classificacdo € possivel estimar as
dimensdes ideais para embalagens de caqui da variedade ‘Mikado’ levando-se em conta os
dados presentes na Tabela 15.

Tabela 15. Classificacdo de frutos de caqui ‘Mikado’, levando-se em conta o comprimento e a
massa que os frutos terdo, com cdlculos feitos a partir dos dados das correlagoes
obtidas nas Figuras 41 e 42. Tabela adaptada a partir da classificacdo obtida no
site oficial da Federagcao da Agricultura do Estado do Parand (FAEP —2013).

Diametro Equatorial

Classes (mm) Altura maior que Massa por Fruto (g)
— — (mm) — —
Minimo Maximo Minimo Maximo
4 - 50 46,11 - 25,43
5 50 60 52,97 25,43 94,32
6 60 70 59,83 94,32 163,20
7 70 80 66,69 163,20 232,09
8 80 90 73,54 232,09 300,97
9 90 100 80,40 300,97 369,86
10 100 110 87,26 369,86 438,75
11 110 - 87,26 438,75 -

A qualidade e aparéncia dos frutos sdo fundamentais para a comercializa¢do. Tao
importante quanto o tamanho e a forma € a presenca ou auséncia de injurias. Ao longo das
duas safras avaliadas (2010-2011 e 2011-2012) verificou-se que, nas condi¢des
experimentais, as injurias presentes nos frutos ndo foram influenciadas pela época em que
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foram colhidas (colheitas), pelo uso da irriga¢do, da cianamida hidrogenada ou pela idade das
arvores (blocos). As injurias que mais apareceram nos frutos foram estria, abrasdo e mancha.
Sendo que as que apresentaram menor incidéncia foram deformidade, podridao, perfuragao e
queimadura de sol (como visto nos itens /.4.1.1. e 1.4.2.2.).

A Tabela 16 mostra que de uma safra para a outra, apenas as injdrias do tipo estria,
abrasdo, queimadura de sol e perfuracdo apresentaram diferencas significativas, sendo que
apenas a injuria tipo perfuracdo aumentou da primeira safra para a segunda.

Tabela 16. Médias dos tratamentos, blocos e colheitas para os percentuais de frutos injuriados
nas diferentes safras (1* e 2* safras).

Injaria 1? Safra 2° Safra
Estria 30,14 a 21,67 b
Abrasao 22,66 a 16,23 b
Queimadura de Sol 3,65 a 1,70 b
Perfuracao 5,09 b 812 a

Letras mintisculas e iguais nas linhas ndo apresentam diferenca significativa.

Das injtrias de maior incidéncia nos frutos, a do tipo estria € a que demonstrou maior
importancia nas propriedades onde o experimento foi conduzido. Apesar desta ter diminuido
da primeira para a segunda safra, ainda continuou com uma porcentagem muito elevada,
permanecendo como uma das injirias de maior incidéncia na segunda safra (como visto no
item 1.4.2.2.).

A maior produtividade registrada na segunda safra (como visto no item /.4.3.2.) pode
ter influenciado o aparecimento nos frutos das injdrias do tipo estria e queimadura do sol.
Com uma maior produtividade, € possivel que os frutos tenham aumentado de tamanho de
forma mais lenta devido a uma maior competi¢do por carboidratos. Isto pode ter permitido
que o crescimento da epiderme do fruto acompanhasse melhor a taxa de crescimento dos
frutos, diminuindo com isto o aparecimento de rachaduras, o que gerariam as estrias.

A maior competicdo por carboidratos € o desenvolvimento mais lento dos frutos
podem ser corroborados pelo fato de que as arvores que apresentaram uma menor faze
fenoldgica de desenvolvimento dos frutos (drvores submetidas aos tratamentos T1, T3, T4 e
T6), como visto no item [/.4.2.1.3., também apresentaram calibres de frutos menores na
segunda safra (como visto na Figura 38). Ou seja, com um menor tempo para se desenvolver e
uma maior competi¢do por carboidratos (aumento da produtividade na segunda safra), pode
ter acarretado em um menor calibre nos frutos.

Se considera-mos que, teoricamente, a diminui¢ao de calibre dos frutos ocorreu pela
maior competi¢cdo e pelo crescimento mais lento destes. As arvores tratadas com a cianamida
hidrogenada na segunda safra (tratamentos T2 e T5), apesar de também terem apresentado um
desenvolvimento mais lento dos frutos por conta da maior competicdo por carboidratos,
podem ter tido uma manutencdo do tamanho por terem apresentado um maior periodo de
tempo para estes se desenvolverem.
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Segundo Edagi e Kluge (2009), o aparecimento dessas rachaduras pode estar
relacionado a aceleracdo do crescimento dos frutos, causando por excesso de irrigagdo ou
adubacdo nitrogenada. E importante a aplicacio de uma irrigacdo racional, na cultura do
caqui, com aplicacdes de volumes pequenos de dgua de forma que as plantas ndo sofram
estresse, nem por déficit e nem por excesso de 4gua. Um grau adequado de umidade no solo
modera a queda de frutos e reduz sobretudo a aparicdes de rachaduras, sede de posterior
instalacdo de micélios fungicos (Penicillium, Macrosporium, Botrys, etc.), 0 que causa
depreciacdo comercial do fruto. Isso ocorre devido a um aumento rdpido no conteido de dgua
a nivel celular, é caracteristica de estacao de crescimento seca, com um excesso de umidade
no periodo que antecede a maturagao (Ragazzini, 1985).

O problema com a injdria tipo estria, na localidade do experimento, pode ser
semelhante ao da rachadura, porem de forma mais branda. O crescimento do fruto pode ser
rdpido demais, em um determinado momento, para o crescimento epidérmico acompanhar, o
que acaba provocando o surgimento das estrias.

Em relacdo a injuria do tipo queimadura de sol, a maior produtividade registrada na
segunda safra pode estar associada a uma brotacdo vegetativa mais vigorosa, devido talvez a
condi¢cdes climdticas favordveis. Caso isto tenha ocorrido, as copas das drvores poderiam se
apresentar mais densas, proporcionando assim maior prote¢do aos frutos contra o sol. Em
associacdo a isto, ou de forma isolada, as condi¢Oes climdticas apresentadas ao longo da
segunda safra (safra 2011-2012) podem ter sido mais favordvel para a diminuicdo desta
injuria (maior quantidade de dias com menores insolagdo).

O excesso de luminosidade pode resultar em escaldadura dos tecidos, pelo excesso de
energia solar, tendo como consequéncia a degradacdo da pigmentacdo das dreas superficiais.
Os danos variam com a duragdo da exposi¢ado e intensidade da luz, que, em casos mais graves,
causa o colapso e morte dos tecidos (Chitarra & Chitarra, 2005).

H4 a possibilidade das condicdes climaticas na segunda safra terem auxiliado na
diminui¢do da incidéncia da injdria do tipo abrasdo nos frutos. Uma das causas deste tipo de
injuria no campo € o atrito dos frutos nos galhos da arvore (Figura 43). Caso a velocidade do
vento tenha sido menor na segunda safra, auxiliaria na diminui¢@o deste tipo de injuria.

"r-- \ré ‘. 15 o “f.'i."h- ® o X
Figura 43. Injtria do tipo abrasdo causada pelo atrito com o galho da drvore.
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De acordo com Chitarra & Chitarra (2005), ventos excessivos danificam a estrutura
fisica dos tecidos mais delicados, causando abrasdes que prejudicam a aparéncia pela
formacdo de cicatrizes e predispdem os produtos a doencas, uma vez que essas dareas
danificadas tém menor resisténcia a penetracao por microrganismos.

Ja a injdria nos frutos do tipo perfuracdo podem ser causadas por galhos que colidem
com muita forca na epiderme desses, como por animais. Os pdassaros, atraidos pela cor dos
frutos, podem tentar se alimentar destes. Entretanto, os altos niveis de adstringéncia presente
na casca e na polpa desencoraja os passaros de se alimentarem. Apesar dos altos niveis de
adstringéncia impedirem a alimentagdo, a tentativa em si ja seria o bastante para causar a
injuria do tipo perfuracio.

A adstringéncia do fruto de caqui € causada pelos taninos condensados presentes na
polpa. Os taninos agem como repelentes alimentares a uma grande variedade de animais.
Frutos imaturos, por exemplo, em geral apresentam altos niveis de taninos que podem estar
concentrados nas camadas celulares mais externas (Taiz & Zeiguer, 2004).

A identificacdo dos fatores pré-colheita que predispdem o desenvolvimento de
desordens fisioldgicas na fase pds-colheita, torna possivel a reducdo da incidéncia dessas
desordens (Chitarra & Chitarra, 2005). O manejo agricola de ensacar os frutos ainda na arvore
pode ser uma soluc¢do para diminuir drasticamente os indices de injurias dos tipos abrasdo,
perfuracdo e queimadura de sol. A pesar deste manejo aumentar o custo de producdo, uma
maior qualidade dos frutos poderia proporcionar também melhor remuneracdo e/ou a
conquista de novos mercados.

1.4.3.4. Caracterizacdo Quimica dos Frutos

Os frutos, apds sofrerem a retirada da adstringéncia, foram avaliados quimicamente.
Observou-se que, no caso da acidez total titulavel (ATT) (Figura 44), houve diferenca
significativa entre as duas safras avaliadas (p<0,001), havendo uma diminuicdo da ATT da
primeira para a segunda safra, enquanto que nao houve interacdo entre as safras e os blocos
(p>0,373), as safras e os tratamentos (p>0,240) e as safras e as colheitas (p>0,862).
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Figura 44. Médias dos tratamentos, blocos e colheitas para a acidez total tituldvel dos frutos
em relacdo as safras de 2010-2011 e 2011-2012 (1* e 2* safras).

Esperava-se um aumento da concentracao da acidez total tituldvel, na polpa dos frutos,
da primeira para a segunda safra devido ao aumento que ocorreu na segunda safra de taninos
condensados (dados apresentados posteriormente), uma que os taninos condensados sdo
acidos organicos. Provavelmente isto ndo ocorreu porque a concentracdo de outros dcidos
organicos, mais representativos para a acidez dos frutos do caqui ‘Mikado’, diminuiram na
segunda safra.

Outro fator que também corroboraria para o aumento da acidez total tituldvel na
segunda safra (o que ndo ocorreu) foi o aumento da produtividade na segunda safra (como
visto no item /.4.3.2.). Com o aumento da produtividade, ocorre um aumento do estresse
sofrido pela planta, o que € atestado pelos resultados de taninos condensados (como serd visto
mais a frente). Com o aumento do estresse ocorre um aumento nos metabolitos secundarios,
intensificando assim o metabolismo dos frutos. O aumento da acidez nos frutos, segundo
Antoniolli et al. (2002), pode ser devido a intensa atividade metabdlica deste, além da
producdo de intermedidrios do ciclo de Krebs.

Diferente de boa parte dos resultados vistos nos itens anteriores (/.4.1.2. e 1.4.2.3), os
resultados de acidez total titulavel (entre as safras) ndo estdo de acordo com os resultados
esperados, ja que quanto maior o estresse as plantas sofreram, maior seria a acidez dos frutos.
E possivel que outros fatores, além do estresse sofrido pelas plantas, interfiram na
concentracdo da acidez total tituldvel, visto que os resultados da concentracio desta nas
colheitas se comportaram diferentes em cada uma das safras e em ambas nao condizentes com
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a suspeita de que quanto mais estresse as plantas sofre, maior seria a concentragdo da acidez
total tituldvel nas polpa dos frutos.

Contudo, diferente dos resultados entre as safras, as plantas com a copa em formagao
(bloco B2), portanto sob um estresse maior devido a maior competi¢ao por carboidratos,
apresentaram frutos com concentracdo de ATT mais elevada, como esperado. Apresentando a
concentracdo de 0,073 g de 4cido malico. 100g” de amostra para os frutos das drvores do
bloco B1 e 0,093 g de 4cido maélico. 100g” de amostra para os das drvores do bloco B2. A
provavel maior competicdo por carboidratos nas arvores do bloco B2 € corroborada pelos
resultados de menores concentragdes de sélidos soliveis totais e maiores concentracdes de
taninos condensados nestes frutos (como discutido a frente) e pelos menores calibres destes
frutos (como visto no item /.4.3.3.).

As caracteristicas fisicas e quimicas de um fruto sdo tdo importantes quanto a
aparéncia. Os consumidores costumam comprar os frutos primeiramente por sua aparéncia,
mas s voltam a comprar 0s mesmos se esses possuirem textura e flavor (sabor e aroma) que
seja agradaveis e caracteristicos da fruta. Portanto, qualquer tratamento, aplicado nas arvores
e/ou nos frutos, que alterem essas caracteristicas negativamente pode vir a depreciar o
produto.

De acordo com Chitarra & Chitarra (2005), as caracteristicas externas de qualidade,
percebidas pelo tato e pela visdo, sdo importantes na diferenciacdo do produto,
particularmente, na decisdo de compra. As caracteristicas internas percebidas pelo sabor,
aroma e tato (sensacdo de textura), combinadas com a aparéncia do produto, sdo importantes
na determinacdo da aceitacdo deste pelo consumidor.

Segundo Mizobutsi (2004) a época da aplicacdo da cianamida hidrogenada pode
influenciar a ATT. Este constatou que quanto mais tarde se aplicou a cianamida hidrogenada,
menor foi a acidez dos frutos. Os resultados dos tratamentos que receberam a cianamida
hidrogenada poderiam até ser explicados por isso, ja que que a na 1 safra foi aplicada em
primeiro de Julho de 2010 (01/07/2010) e na 2* safra em doze de Julho de 2011 (12/07/2011),
contudo nao houve interacdo entre as safras.

Os frutos apresentaram diminui¢do na concentragdo dos solidos soldveis totais (SST)
da primeira para a segunda safra. Assim como as arvores mais novas (bloco B2) apresentaram
concentracdes significativamente menores do que as totalmente desenvolvidas (bloco B1), em
ambas as safras (Figura 45).
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Figura 45. Médias dos tratamentos e colheitas para os solidos soliveis totais dos frutos, nos
blocos, em relagdo as safras de 2010-2011 e 2011-2012 (1* e 2° safras).

Provavelmente a diminuicdo na segunda safra ocorreu devido ao aumento da
produtividade das drvores nesta (como visto no item /.4.3.2.), o que pode ter acarretado uma
maior competicdo por carboidratos, entre os frutos e entre estes e a parte vegetativa. Sendo
ratificado pela diminui¢do do calibre dos frutos da primeira para a segunda safra (como visto
no item /.4.3.3).

O mesmo se aplica para os resultados de menor concentracdo de SST nos frutos das
arvores com as copas em formacgdo (bloco B2), onde a competi¢do por carboidratos tende a
ser maior. Uma vez que as copas das arvores ainda em formag¢do demandam mais carboidratos
do que as copas ja totalmente formadas. Estes resultados sdo refor¢ados pelos menores
calibres (como visto no item [/.4.3.3), maiores concentracdes de ATT (como visto
anteriormente) e pelas maiores concentragdes de taninos concentrados (como discutido
posteriormente) apresentados pelos frutos das arvores do bloco B2.

De acordo com Souza et al. (2011), desenvolvendo estudos sobre a produtividade e
qualidade de caqui, verificaram que as concentragdes de SST foram menores em frutos de
plantas sem aplicacdo de nitrogénio, o que pode demonstrar que essa deficiéncia de nutriente
acarretou uma menor concentracao de SST.

Nota-se na Figura 46 que houve diferenca significativa também entre os tratamentos,
em relacdo as safras (p<0,001). Todas as arvores na segunda safra, independente do
tratamento aplicado, apresentaram frutos com concentracdes menores de SST do que na
primeira safra. Estes resultados confirmam que na safra 2011-2012 (2° safra) a competi¢ao

96



por carboidratos foi maior, devido a maior produtividade apresentada pelas arvores nesta safra
(como visto no item 1.4.3.2.).
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Figura 46. Médias dos blocos e colheitas para os sélidos soltveis totais dos frutos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos em relacdo as safras de 2010-2011 e 2011-
2012 (1* e 2% safras).

Enquanto que na primeira safra as arvores do controle (tratamento T1) foram as que
apresentaram frutos com a maior quantidade de SST, seguido pelas arvores submetidas aos
tratamentos com cianamida hidrogenada associado com irrigagdo (tratamentos T2 e T3), na
segunda safra os frutos das arvores do controle e das arvores tratadas com a cianamida
hidrogenada e irrigacdo (tratamento T2) inverteram de posigao.

Provavelmente, na segunda safra, a aplicagdo da cianamida hidrogenada associada a
aplicacdo de irrigacdo (tratamento T2), nas arvores, contribuiu para que o estresse sofrido
pelas plantas devido a maior produtividade ndo fosse tdo grande, ja que na segunda safra os
frutos destas arvores foram os que apresentaram maiores concentracdes de SST. Isto €
corroborado pelo fato dos calibres dos frutos das arvores submetidos a este tratamento nao
terem diminuido da primeira para a segunda safra (como visto no item /.4.3.3.).

Neves Jr. (2009), caracterizando frutos de caqui ‘Mikado’ para processamento
minimo, verificou que os teores de SST foram em média de 13,7 °Brix, antes do
processamento. Tomando como base este valor, podemos verificar que os frutos das arvores,
independente dos tratamentos aplicados, da primeira safra foram iguais (tratamento T6) ou
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superiores a este valor, enquanto que os da segunda safra foram todos iguais (tratamento T2)
ou inferiores.

Durante as duas safras verificou-se uma tendéncia dos frutos das arvores com a copa
ainda em formacao (bloco B2) apresentarem concentragdes menores de SST, com excecdo das
arvores do controle (tratamento T1) e das arvores tratadas com a cianamida hidrogenada
apenas na primeira safra (tratamento T6), todos os frutos das arvores do bloco B2
apresentaram menores concentracdes de SST em comparacdo com as do bloco B1 submetidas
aos respectivos tratamentos (Figura 47).
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Figura 47. Médias das colheitas e safras para os s6lidos soluveis totais dos frutos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos em relacdo aos blocos.

Os tratamentos aplicados nas arvores do bloco B2 que proporcionaram menores
concentracdoes de SST nos frutos provavelmente, em algum momento na formacio destes,
estdo estimulando mais o crescimento vegetativo das plantas para a formagao da copa. Se este
estimulo ocorreu, a competicdo por carboidratos deve ter aumentado, acarretando assim um
menor acumulo dos SST nos frutos. Apesar deste menor acimulo dos SST nos frutos, um
crescimento vigoroso da parte vegetativa das drvores com a copa ainda em formacgdo (bloco
B2) pode ser benéfico para estas a longo prazo.

Em relacdo as colheitas, os frutos, independente dos tratamentos aplicados nas drvores,
mostraram concentragdes cada vez maiores ao longo destas (nas duas safras). Sendo que, com
excecdo da primeira colheita, a concentracao dos SST foram sempre mais baixas na segunda
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safar (safra 2011-2012) do que na primeira safra (safra 2010-2011), como demonstrado na
Figura 48.
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Figura 48. Médias dos tratamentos e blocos para as concentracdes dos s6lidos soldveis totais
dos frutos, nas diferentes colheitas ao longo das duas safras (2010-2011 e 2011-
2012).

Esses resultados reforcam a ideia de que a maior produtividade na segunda safra
(como visto no item /.4.3.2.) acarretou uma maior competicdo por carboidratos. Alem de
corrobora também com a suposi¢cdo de que conforme os frutos vdao sendo colhidos, a
competi¢do entre os frutos remanescentes diminui, proporcionando a oportunidade desses
acumularem mais carboidratos, aumentando o tamanho (como visto no item /.4.3.3.) ¢ a
concentracdo dos SST destes.

Segundo Pimentel (1998), conforme os frutos vao sendo colhidos, ocorre uma menor
competicdo entre estes e a parte vegetativa, proporcionando assim a possibilidade de um
maior acimulo de SST nos frutos remanescentes. Sendo assim, quanto menor o nimero de
drenos, menor serd a competi¢do entre eles. Uma vez que quase todo o carbono que vai para o
dreno € proveniente da atividade fotossintética durante o periodo de enchimento deste. De
acordo com Corsato et al. (2008), a reposi¢ao no estoque do amido de reserva nos ramos e nas
raizes ocorre, principalmente, entre o florescimento e a abscisdo foliar, compreendendo assim
todo o periodo de enchimento dos frutos.

O teor de SST € utilizado como uma medicdo indireta do teor de acucares, uma vez
que aumenta de valor a medida que esses componentes vao se acumulando na fruta. As
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medi¢des, no entanto, ndo representam o teor exato dos acucares, pois outras substancias
também se encontram dissolvidas na seiva vacuolar, como as vitaminas, fendlicos (dentre
estes os taninos condensados), pectinas, dcidos organicos etc., que contribuem para a leitura
dos SST. (Chitarra & Chitarra, 2005).

Ao se verificar como os frutos das arvores de diferentes idades (blocos) se
comportaram quanto a concentracdo de SST ao longo das safras (interagdo entre colheitas e
blocos), constatou-se que até a terceira colheita as darvores mais novas (bloco B2)
apresentaram menores concentragdes de SST nas polpas dos frutos. Sendo que nas colheitas
seguintes, os frutos destas passaram a apresentar as maiores concentracdes. Averiguou-se
também que tanto as arvores do bloco B1 (4rvores com as copas totalmente formadas), quanto
as arvores do bloco B2 (4rvores com as copas ainda em formagdo) apresentaram maiores
concentracdes nos frutos de SST nas colheitas mais tardias (Figura 49).
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Figura 49. Médias dos tratamentos e safras para os sélidos soluveis totais dos frutos, nas
colheitas em relac¢do aos blocos.

Assim, como na Figura 48, esses resultados corroboram com a suposicdo de que a
competicdo por carboidratos diminui com o passar das colheitas, provavelmente devido a
diminui¢do da quantidade de drenos de carboidratos (frutos colhidos). Estes estdo de acordo
com os resultados de que as drvores com a copa em formag¢do (bloco B2) estdo sob um maior
estresse devido a maior demanda por carboidratos da parte vegetativa.

Conforme as colheitas sdo realizadas e a competicao por carboidratos diminui (frutos
colhidos) € possivel verificar que a diferenga entre a concentracdo de SST nas polpas dos
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frutos das arvores dos dois blocos diminui, até o ponto em que a concentracao nos frutos das
arvores do bloco B2 ultrapassa os do bloco B1 (4° colheita). Provavelmente, a competi¢do por
carboidratos (nas arvores do bloco B2), neste ponto, tenha diminuido devido a retirada de
drenos por carboidratos (colheita dos frutos), permitindo um maior acumulo de SST nas
polpas dos frutos, o que reforcaria as duas suposigdes.

De acordo com Muioz (2002), enquanto existir tanino na polpa do fruto de caqui, a
leitura do refratdmetro (SST) ndo indica o teor de agicares no fruto, e sim um somatério do
tanino soldvel e acucares.

Em relagdo aos taninos condensados (TC), verifica-se na Figura 50 que houve
diferenca significativa entre as safras (p<0,001), onde os frutos da segunda safra (safra 2011-
2012) apresentaram uma concentragdo maior de TC. Provavelmente a maior concentracdo na
segunda safra se deve a uma maior competicao entre a parte vegetativa e a parte reprodutiva
da planta, uma vez que esta apresentou uma maior producdo (como visto no item 7.4.3.2.).
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Figura 50. Médias dos tratamentos, blocos e colheitas para os taninos condensados dos frutos
em relacdo as duas safras (2010-2011 e 2011-2012).

Apesar de ndo haver interacao entre as safras e os blocos (p>0,932), houve diferenca
significativa para os blocos (p<0,001). O bloco B2 (arvores jovens, com a copa ainda em
formag¢do) mostrou uma concentracao de taninos condensados sempre maior, apresentando os
valores de 3,404 mg.100g™, enquanto que os frutos das drvores do bloco B1 (drvores com as
copas totalmente desenvolvidas) apresentaram concentra¢des dos TC de 2,991mg.100g ™.
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E possivel que devido a uma maior competi¢io por carboidratos nas plantas com as
copas ainda em desenvolvimento (bloco B2) os frutos tenham acumulado uma quantidade
maior de metabdlitos secundérios, dentre eles os TC. Esta maior competi¢do por carboidratos
das 4rvores com as copas em desenvolvimentos é corroborada pelos resultados de maiores
concentracoes de ATT e SST, como visto anteriormente, € pelos menores calibres dos frutos
destas arvores (como visto no item /.4.3.3.).

Os taninos sdo polimeros fendlicos, sendo os taninos condensados compostos
formados pela polimeriza¢do de unidades de falvonéides. Onde os fendis, juntamente com os
terpenos € os compostos nitrogenados, formam os trés grupos principais de metabdlitos
secundérios (Taiz & Zeiger, 2004). Uma vez que plantas sob estresse tém a tendéncia de
produzir mais metabdlitos secundarios, isso explica o aumento dos taninos condensados nos
frutos das arvores que passaram por maior estresse devido a maior competicdo por
carboidratos.

A adstringéncia nos frutos de caquis taninosos € causada por taninos soliveis em 4gua,
liberados por células especializadas, dispersas na polpa dos frutos. Podem coexistir em
diferentes proporg¢des, tanto o tanino condensado, quanto o hidrolisdvel na polpa do caqui,
variando essas propor¢des de variedade para variedade (Campo-Dall ‘Orto et al., 1996). Esses
frutos, quando consumidos, ainda que levemente adstringentes, proporcionam uma sensacao
de secura no palato, devido aos taninos precipitarem as proteinas presentes na saliva,
principalmente a amilase (Edagi et al., 2009).

Os taninos condensados ou proantocianidinas sdo constituidos por unidades flavanol:
flava-3-ols (catequina) ou flavan 3,4-diols (leucoantocianinas). Podem conter de duas a
cinquenta unidades flavonoides; possuem estruturagdo complexa; sdo resistentes a hidrolise,
mas podem ser soliveis em solventes orginicos aquosos, dependendo de sua estrutura. Os
pigmentos antocianidinas sdo 0s responsdveis por um vasto conjunto de nuances rosa,
vermelha, violeta e azul em flores, folhas, frutos, sucos e vinhos. Também sdo responsdveis
pela adstringéncia de frutas, sucos e vinhos, € em muitos casos sdo compostos bioativos em
plantas medicinais (Battestin et al., 2004).

Na segunda safra (em comparagdo com a primeira), com excecdo dos frutos das
arvores submetidas aos tratamentos T4 (irrigacdo nas duas safras) e TS (aplicacdo de apenas
cianamida hidrogenada nas duas safras), os frutos das outras arvores apresentaram a tendéncia
de conterem maiores concentragdes de TC. As arvores do controle (tratamento T1) foram as
que apresentaram os frutos com as maiores concentracdes de TC em ambas as safras,
indicando possivelmente que estas foram as que sofreram maior estresse em cada uma das
safras. Contudo os frutos das drvores do controle ndo diferiram estatisticamente dos frutos das
arvores submetidas ao tratamentoT4 na primeira safra e das submetidas ao tratamento T3
(cianamida hidrogenada e irrigac@o apenas na primeira safra) na segunda safra (Figura 51).
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Figura 51. Médias dos blocos e colheitas para os taninos condensados dos frutos das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos em relacdo as duas safras (2010-2011 e
2011-2012).

A tendéncia de maiores concentragdes de TC na polpa dos frutos da segunda safra
corrobora com a suposicao de que devido a maior produtividade das drvores na segunda safra
(como visto no item [/.4.3.2.) essas estdo sob um maior estresse. Isto é reforcado pela
tendéncia dos frutos apresentarem menores calibres na segunda safra (como visto no item
1.4.3.3.), assim como estes apresentarem menores concentracdes de SST (como visto
anteriormente).

Durante as duas safras, as arvores com a copa ainda em formagdo (bloco B2)
produziram frutos com a tendéncia de conterem maiores concentracoes de TC, sendo que
apenas as arvores do controle (tratamento T1) do bloco B2 apresentaram frutos com
concentracdoes de TC menores do que as respectivas drvores do bloco B1 (4rvores com as
copas totalmente desenvolvidas), assim como demonstrado na Figura 52.
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Figura 52. Médias das safras e colheitas para as concentracdes dos taninos condensados dos
frutos das plantas submetidas aos diferentes tratamentos em relaciao aos blocos.

Como visto anteriormente, estes resultados também ratificam a ideia de que as drvores
com a copa em desenvolvimento (bloco B2) concentram maior concentracao de TC nos frutos
devido a maior estresse. Este estresse provavelmente seria originado por uma maior
competi¢do por carboidratos entre a parte vegetativa (maior consumo de carboidratos para a
formacgdo da copa e armazenamento para a safra seguinte) e os frutos em formacao.

As arvores submetidas ao tratamento TS5 (apenas cianamida hidrogenada nas duas
safras) foram as que apresentara a maior diferenga na concentracio dos TC nos frutos entre os
blocos. Possivelmente a cianamida hidrogenada estimulou o crescimento da parte vegetativa
das plantas, contudo, sem a utilizacdo da irrigacdo, o estresse provocado pela maior
competi¢do por carboidratos nas arvores com a copa em formacao (bloco B2) aumentou ainda
mais com este estimulo. Esta grande diferenca (entre os blocos) nos frutos das arvores do
tratamento TS5 também foi detectada na concentragdo dos SST (como visto anteriormente), o
que corrobora com esta suposicao.

Nas duas safras, quanto mais tempo os frutos ficaram nas arvores (independente do
tratamento aplicado) menores foram as concentracdes de TC, com excecao da sexta colheita.
Os frutos da segunda safra, com excecdo da primeira e sexta colheita, apresentaram sempre
maiores concentragdes de TC (Figura 53).
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Figura 53. Médias dos tratamentos e blocos para os taninos condensados dos frutos, nas
diferentes colheitas ao longo das duas safras (2010-2011 e 2011-2012).

A maior concentragdo de TC na segunda safra pode ser devido a um maior estresse das
arvores decorrente do aumento da produtividade (como visto no item /.4.3.2.), sendo isto
condizente com os menores calibres e menores concentragdes de SST dos frutos da segunda
safra.

Assim como os resultados obtidos das concentragdes dos SST (como visto na Figura
48) e dos calibres dos frutos (como visto na Figura 40) ao longo das duas safras, os resultados
das concentragdes de TC corroboram com o que ja foi especulado até entdo. De que conforme
as colheitas sdo realizadas, o estresse sofrido pelas plantas diminui.

A tendéncia da diminuicdo da concentragdo dos TC nos frutos ao longo das safras
ocorreu tanto nos frutos das arvores que possuiam a copa ja totalmente formada (bloco B1),
quanto nas arvores com a copa ainda em formacao (bloco B2). Os frutos das arvores do bloco
B2 apresentaram, na maioria das colheitas, maiores concentracdes de TC. Apenas na terceira
(frutos com menores concentragdes de TC) e quinta (ndo foram estatisticamente diferentes
dos das arvores do bloco B1) colheita é que isto ndo ocorreu (Figura 54).
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Figura 54. Médias dos tratamentos e safras para os taninos condensados dos frutos, nas
diferentes colheitas em relag@o aos blocos.

Estes resultados corroboram, juntamente com os resultados de SST (como visto
anteriormente) e os calibres dos frutos (como visto no item /.4.3.3.), com a suposi¢ao de que
o estresse das plantas diminui a cada colheita. Isto devido a diminui¢do da competi¢do por
carboidratos acarretada pela eliminacdo de drenos (frutos colhidos).

O fruto de caqui imaturo € adstringente devido ao tanino soltvel presente em células
especializadas. Sua reducdo durante o desenvolvimento e amadurecimento de cultivares
adstringentes e o desaparecimento desta de cultivares nao adstringentes esta relacionado com
a capacidade natural de remover o conteido de tanino existentes na polpa do fruto. Sugere-se
que esta capacidade natural depende da quantidade de compostos voldteis, tais como etanol e
acetaldeido produzidos pela semente durante o desenvolvimento do fruto. A produgdo de
etanol pela semente € provavelmente iniciada pela condicdo de anaerobiose e altas
concentracdes de CO; no periodo de desenvolvimento do fruto (Muiioz, 2002).

Os dados obtidos da concentracao de TC nos frutos ao longo das colheitas podem ser
utilizados na elaboragdo de metodologias mais eficientes de retirada de adstringéncia dos
frutos. Uma vez que a concentragdo inicial de TC nos frutos ird influenciar no processo da
retirada da adstringéncia, assim como a temperatura, a concentracdo do principio ativo do
agente que promove a retirada da adstringéncia e o tempo de exposi¢do dos frutos a este.
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1.5. Conclusoes

>

As arvores com a copa em desenvolvimento (bloco B2) apresentaram, nas duas safras,
concentracdo no periodo da colheita, possuindo frutos apenas até a quinta colheita. Os
frutos dessas arvores apresentaram os menores calibres, as menores concentragdes de
SST e as maiores concentracdes de ATT e TC. Nao foram verificadas diferencas
significativas entre as arvores dos diferentes blocos para a fenologia (na segunda
safra), a produtividade, as perdas e as injurias apresentadas nos frutos.

Na segunda safra a cianamida hidrogenada, com ou sem irrigacdo, apresentaram
adiantamento na brotacdo vegetativa, no aparecimento de flores fechadas e no
aparecimento de frutos em desenvolvimento.

Houve um aumento na produtividade na segunda safra (safra 2011-2012),
acompanhado de diminuicdo do calibre, concentracdo de sélidos soldveis totais e
acidez total tituldvel dos frutos, assim como o aumento na concentracdo de taninos
condensados destes. Verificou-se também que na segunda safra a diferenca entre os
calibres dos frutos das arvores dos blocos B1 e B2 aumentaram.

A cianamida hidrogenada (com a utilizacdio ou ndo da irrigacdo), aplicada
consecutivamente, atuou positivamente na manutencao dos calibres dos frutos. J4 que
o calibre possui correlacdo com a massa e o comprimento dos frutos, esta atuou
portanto positivamente nestes, prevenindo a diminuic¢io desses devido a fatores que se
apresentaram na segunda safra.

Quanto mais tarde os frutos foram colhidos, maiores foram os calibres, as
concentragdes de sdlidos soluveis totais € menores foram as concentragdes de taninos
condensados. Houve também um aumento da produtividade ao longo das colheitas,
assim como um aumento das perdas em campo. A presenc¢a de injdrias e se os frutos
estavam aptos a comercializa¢do ou ndo, ndo foram afetados.

A aplicacdo da irrigacdo e da cianamida hidrogenada, associado ou isoladamente, ndo
antecipou o inicio da colheita e nem influenciou na produtividade ou no aparecimento
de injurias nos frutos.

Enquanto que a aplicacdo de apenas irrigacdo nas drvores contribuiu, na primeira
safra, para que estas apresentassem os maiores calibres, menores concentracdes de
sOlidos soluveis totais (em 4 de 6 colheitas) e maiores concentragdes de acidez total
titulavel (em 4 das 6 colheitas) nos frutos.

Ja as arvores tratadas com a associacdo da cianamida hidrogenada com a irrigacao
(tratamento T2), na segunda safra, foram as que apresentaram os frutos com os
maiores calibres e as maiores concentracdes de sélidos soliveis totais em 3 das 5
colheitas.
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2. CAPITULO 11

Metodologia de deteccao e quantificacao de cianamida hidrogenada

RESUMO

A cianamida hidrogenada é amplamente utilizada na agricultura, consequentemente os seus
residuos podem ser encontrados na dgua. O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um
novo método para sua quantificacdo usando derivatizacdo in situ com acido 2,6-dimetil-4-
quinolinocarboxilico éster de N-hidroxisuccinimida, seguido de microextragdo dispersiva
liquido-liquido (DLLME) e andlise por HPLC/fluorescéncia. Foram utilizados técnicas
quimiométricas multivariadas, obtendo-se as condicdes ideais de derivatizacdo direta e
extragdio por DLLME. Os parametros da derivatizacdio como quantidade de agente
derivatizante, quantidade de tampao, temperatura, tempo, pH e condicdes de extragdo por
DLLME, como volume de solvente dispersante, volume de solvente de extracdo, forca iOnica
(NaCl a conc. m/v), pH e tempo de extragdo, Estes foram otimizados em 2 etapas diferentes:
primeiro um desenho 2* fatorial completo para avaliacio das varidveis mais importantes e um
segundo desenho recorrendo ao CCD (central composite design) para a otimizacdo das
varidveis mais importantes. As melhores condi¢des para derivatizagdo foram 600uL de agente
derivatizante, temperatura de 4°C e pH 8,5, enquanto para a extragdao foram 800uL de
solvente de extracdo, 30% de NaCl conc. m/v, e pH 3,8. A performace analitica do método
para andlises de rotina demonstrou excelente linearidade para uma gama de concentracdes de
10 a 200ug.L™" com fator de correlagdo de 0,9996. A precisdo variou entre 3,5 a 5,5% para 0s
ensaios intradia e entre 8,5 a 8,6% para os interdia. Efetuaram ensaios de recuperacdes em
agua de diferentes origens, onde os valores médios variaram de 90,2% a 110,2%.

Palavras chave: dacido 2,6-dimetil-4-quinolinocarboxilico éster de N-hidroxisuccinimida,
DLLME, derivatizagdo in situ, HPLC/fluorescéncia.

ABSTRACT

Cyanamide is widely used for agricultural purposes, therefore its residues can be found in
water. A new method was developed for its quantification using in situ derivatization with
2,6-dimethyl-4-quinolinecarboxylic acid N-hydroxysuccinimide ester followed by dispersive
liquid-liquid microextraction (DLLME) and HPLC/fluorescence analysis. Multivariate
chemometric techniques were successfully used to obtain the optimum conditions for direct
derivatization and DLLME extraction. Derivatization parameters such as, derivatizing agent
amount, buffer amount, temperature, time, and pH and DLLME extraction conditions,
namely, disperser solvent volume, extraction solvent volume, ionic strength (NaCl conc. w/v),
pH and extraction time were optimized by a two steps design, 2* factorial design for screening
and CCD design for optimization. Best derivatization conditions were addition of 600uL of
derivatizing reagent, a temperature of 4°C and pH 8.5, whereas for optimum extraction 800uL
of solvent, 30% NaCl conc. w/v and pH 3.8 were chosen. The analytical performance of the
method for routine analysis was evaluated. Excellent linearity was achieved from 10 to
200pgL-1 with a correlation factor of 0.9996. Precision ranged from 3.5 to 5.5% for intraday
assays and 8.5 to 8.6% for interday assays. The mean recoveries performed on water from
different origins ranged from 90.2% to 110.2%.

Keywords: 2,6-dimethyl-4-quinolinecarboxulic acid N-hydroxysuccinimide (DMQC-OSu),
chemometrics analyses, DLLME; in situ derivatization, HPLC/fluorescence.
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2.1. Introducao

A cianamida hidrogenada € um produto largamente utilizado na agricultura como
regulador de crescimento para plantas caducifélias. Por ser tratar de um produto altamente
miscivel com a 4gua e toxico para os mamiferos, um método adequado de deteccdo e
quantificacdo € extremamente importante para o monitoramento da qualidade das dguas nas
localidades onde este produto € utilizado.

A cianamida, como regulador de crescimento, € aplicada nas plantas caducifélias
quando estas estdo sem as folhas para a quebra da dorméncia das gemas. Devido a este fato,
parte do produto pode ser lixiviado para os rios e dguas subterraneas. Contudo, devido a
auséncia das folhas, ndo € aplicado um grande volume de caldo do produto.

A elaboracio de um método eficiente para o monitoramento da utilizagdo da
cianamida pode vir a ser um incentivo para a regularizag¢do desta para a cultura do caquizeiro,
uma vez que este produto mostra grande potencial para o uso na cultura.

Os métodos atuais de detec¢cao de cianamida hidrogenada utilizam equipamentos como
os cromatografos liquidos massa/massa ou processos complexos de extracdo da cianamida da
matriz de dgua para depois realizar a derivatizacdo e detec¢do. Até mesmo a deteccdo direta
da cianamida na dgua é bem complexa, o que proporciona uma detec¢do s6 quando esta se
apresenta em niveis elevados.

Tendo em vista a importancia de se ter uma metodologia de detectacdo e quantificacao
para o monitoramento em areas que utilizem a cianamida hidrogenada, este trabalho teve
como objetivo desenvolver, otimizar e validar um método de deteccao e quantificacdo da
cianamida hidrogenada em matriz de &4gua, em diferentes fontes, com a utilizacdo de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (high-performance liquid chromatography — HPLC)
utilizando detector de fluorescéncia que permite a deteccdo e quantificagdo de baixos niveis
de cianamida hidrogenada. Outra importante contribuicdo € a disponibilidade de material
sobre 0 assunto que € extremamente escasso.

2.2. Revisiao de Literatura

A fruticultura brasileira vem ganhando importancia e comeca a chamar a atencao de
orgdos, empresas e entidades relacionadas aos seus sistemas de produgdo. Pois o avanco
tecnoldgico e o crescimento na drea plantada com frutas sao importantes sinalizadores para
estudos e andlises das especificidades de cada fruta, do potencial do volume de producdo e
das estratégias de mercado das industrias de insumos. No consumo de defensivos, a
agricultura brasileira destaca-se em 3° lugar, precedida por Estados Unidos e Japdo. E a
demanda de principio ativo por hectare € maior nas frutas do que em outras culturas como
soja, milho e cana-de-acucar (Neves et al., 2002)

Um gargalo para a produgdo de caqui e para adotar estratégias, como a de antecipacao
e retardo de safra por exemplo, € a falta de agrotoxicos registrados para a cultura o que
compromete a producdo e comercializac¢do, prejudicando a competitividade do agronegdcio
brasileiro no exterior (Razzouk, 2007).

A cianamida € um composto denominado agroquimico multifuncional que pode ser
usado como pesticida, herbicida e fertilizante (Hiradate et al., 2005). Pesquisas recentes
revelaram que a cianamida é também um produto biosintetizado naturalmente pela
leguminosa ervilhaca (Vicia villosa), em que grande propor¢do da atividade inibitdria no
extrato bruto pode ser explicada pela presenca da cianamida, sugerindo que esta possa ser um
aleloquimico nesta espécie. (Kamo et al.,2003).
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A cianamida hidrogenada (CAS # 420-04-2) tem peso molecular de 42,02g/mol, sendo
que a féormula empirica € CH,;N,. O ponto de fusdo situa-se entre 45-46°C, sendo um
composto higroscopico, com coeficiente de particdo octanol/dgua de -0,82 a 20°C. A
cianamida € soldvel em dgua (100g/100mL a 43°C) e élcoois. Possui a pressdo de vapor de 5
X 107 Pa a 20°C (Department of Pesticide Regulation, 1993).

2.2.1. Cianamida Hidrogenada e sua Acio

A solucdo de cianamida e a suspensao de cdlcio cianamida causam rdpida brotacao
quando aplicadas sobre gemas dormentes de videira (Vitis vinifera L.). A solu¢do apresenta
efeito mais potente do que a suspensdo da cdlcio cianamida. Sugere-se que a suspensao de
calcio cianamida sofre uma hidrélise parcial. Neste processo de hidrélise do célcio cianamida,
os fons de cianamida podem ser a forma ativa e reagir como a solucdo de cianamida. E
possivel que a dorméncia das gemas &, pelo menos, parcialmente regulado pela inibicdo da
respiracdo. Esta inibicdo pode ser removida por baixa temperatura (acumulo de horas de frio),
pela cianamida e alguns outros tratamentos, apesar do modo de agdo de cada agente pode
apresentar certas diferengas, assim como sua eficicia (Shulman et al., 1983).

Conforme estudo de Yooyongwech et al. (2012), em gemas de flores de pessegueiro
em 4arvores tratadas com cianamida hidrogenada houve correlagdo positiva entre a
concentracdo da dgua com as gemas em transicdo da paradorméncia para a endodorméncia.
Tal estudo sugere que os niveis do influxo de d4gua nos rebentos tratados estdo relacionados
com a duracdo do desenvolvimento das gemas e um determinado nivel de interacdo dos
processos de dorméncia. Nao estd claro como a concentracdo da dgua € diretamente induzida
pelo agente que promove a quebra da dorméncia.

O modo de acdo da cianamida hidrogenada como produto quimico, para a quebra de
dorméncia, ndo € conhecido. Sabe-se, entretanto, que este produto € rapidamente absorvido e
causa diminui¢do da atividade da catalase, sem modificar a da peroxidase. Como resultado,
verifica-se aumento da concentracdo de dgua oxigenada (H,O,) nos tecidos das gemas. Este
aumento poderia ser responsavel pela ativacdo do ciclo das pentoses e consequente indugao da
quebra de dorméncia das gemas. A cianamida hidrogenada induz a ripida mudanca no
conteddo de glutationa reduzida (GSH), em gemas de pessegueiro. A diminui¢do do nivel de
GSH dentro de 12 horas ap6s a aplicacdo de cianamida hidrogenada pode sugerir que a GSH
presente nos tecidos foi provavelmente utilizada na desintoxicag¢do da dgua oxigenada gerada,
quando a atividade da catalase foi inibida (Mizobutsi et al., 2003).

H4 um possivel envolvimento de espécies reativas de oxigénio e antioxidantes no
controle da dorméncia. As espécies reativas de oxigénio (incluindo o superdxido, O,
peroxido de hidrogénio, H,O,, e radicais hidroxila (OH)) possuem geracdo ubiqua em
sistemas bioldgicos, e ocorre, quer como inevitdvel subproduto de reacdes metabdlicas ou por
meio de sinais de regulacdo de processos, tanto em condi¢des normais, quanto sob estresse.
Os principais mecanismos, em plantas, de eliminacdo destes oxigé€nios reativos incluem a
superdxido dismutase, ascorbato peroxidase e a catalase (Bajji et al., 2007).

A superdxido dismutase € considerada como regulador chave dentro do sistema de
defesa antioxidante, sendo regulador do O, e do H,O,. O H,0; € eliminado pela catalase e
pela peroxidase, sendo suas afinidades diferentes para o H,O; (a catalase possui afinidade na
faixa de mM e a peroxidase em uM). Possivelmente estes antioxidantes pertencam a duas
classes distintas de remoc¢do de H,0O,. A catalase pode ser responsivel pela remocao das
espécies reativas de oxigénio durante o estresse, enquanto que a peroxidase pode ser
responsavel pela modulagdo fina destes, para sinalizagdo. A relacdo entre o metabolismo de
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espécies reativas de oxigénio e a quebra de dorméncia em sementes e gemas vegetativas tem
sido repetidamente relatados. De fato, a aplicagdo de H,O, ou de inibidores de catalase quebra
a dorméncia nestes tecidos vegetais (Bajji et al., 2007).

Quando ocorre a desintoxica¢do para a diminui¢do do alto nivel de H,O, através da
GSH, esta é convertida a glutationa oxidada (GSSG) pela glutationa peroxidase, que converte
também H,O, em H,0. Para a GSSG voltar a GSH ¢ necessdrio o NADPH + H, a onde a
glutationa redutase converte a GSSG em GSH transformando o NADPH + H' em NADP+.
Para voltar a NADPH + H', a enzima glucose 6-fosfato desidrogenase (G6PD) converte a
glucose 6-fosfato em 6-fosfo-glucono-d-lactona. Essa 6-fosfo-glucono-d-lactona pode estar
sendo utilizada na via de reducdo da pentoses fosfatos. Onde os produtos sdo ribulose 5-
fosfato, CO, e NADPH. A ribulose 5-fosfato € um percursor de nucleotidios, coenzimas,
DNA e RNA, como demonstrado na Figura 55 A, B e C (Lehninger et al., 2004).

Através dessas reacdes pode estar sendo gerado um sinal para a produgdo de enzimas e
proteinas que fard com que a planta saia do estado de dorméncia. Os trabalhos cientificos
indicam que as enzimas envolvidas sdo pecas chaves para fazer com que a planta saia do
estado de dorméncia. Quando NADPH ¢€ formado mais rapidamente do que pode ser utilizado
para a biossintese da glutationa e de reducdo, a concentracio de [NADPH] aumenta e inibe a
primeira enzima na via da pentose fosfato. Como resultado, verifica-se que mais moléculas de
glicose-6-fosfato estardo disponiveis para a glicolise (Figura 55 D) (Lehninger et al., 2004).
Ao chegar neste ponto provavelmente haverd um aumento na taxa respiratoria da gema que
promovera, junto com os sinais gerados, a quebra da dorméncia.
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Figura 55. Esquema da rota do NADPH e glutationa em células contra a alta concentragio
de peroxido de hidrogénio, devido a inibi¢do da catdlase (A); reacdes oxidativas
da rota de pentose fosfatada (B), tendo como produto a ribose 5-fosfato que é
percussora de nucleotideos, coenzimas, DNA e RNA (C); e do papel do NADPH
na regulacdo da divisdo da glicose 6-fosfato entre a glicdlise e a via das pentoses
fosfatadas (D). Adaptado de Lehninger et al., 2004.
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O tratamento de tubérculos de batata colhidos em estufas de crescimento, tratados com
inibidor da catdlase ou com H,0,, resultou numa brotacao répida e uniforme, bem como numa
maior produgdo de broto, quando comparados com tubérculos ndo tratados. Esse efeito de
quebra de dorméncia ndo parece ser caracteristica peculiar de brotos de tubérculos de batata,
uma vez que varios estudos t€m apontado respostas semelhantes em sementes e brotos de
arvores frutiferas. Isto fornece evidéncias adicionais de que os mecanismos de regulacdo
comuns de dorméncia podem ocorrer nestes diferentes tecidos vegetais (Bajji et al., 2007).

Em sementes dormentes tem sido proposto que o caminho das pentoses fosfatadas
desempenha papel central na quebra de dorméncia destas. Conforme estudos realizados em
sementes de nectarina por Hu & Couvillon (1990), medindo atividades enzimaticas
diretamente, foi verificado aumento da atividade da via das pentoses fosfatadas durante a
quebra da dorméncia. Presume-se que os produtos quimicos, que atuam na quebra de
dorméncia, aumentam a atividade desta via inibindo a catalase, que € necessdria para a
reoxidacdo do NADPH (coezima essencial para a via das pentoses fosfatadas). Como
resultado, observa-se aumento dos niveis do H,O,. Estes dados sugerem que a via das
pentoses fosfatadas desempenhe papel positivo, enquanto que a catdlase exibe papel de
inibicao da libera¢do da dorméncia.

Segundo este mesmo estudo em sementes de nectarina, os dados demonstram que os
aumentos significativos da G6PDH e da 6-fosfogluconato desidrogenase (6PGDH), as duas
enzimas chaves nesta via, ocorreram ao mesmo tempo, mas ndo antes, com os aumentos de
germinacdo das sementes frescas. E a germinacdo atingiu um maximo antes que os niveis de
atividade das duas enzimas fossem atingidos. Portanto o aumento da atividade da via das
pentoses provavelmente resulta na quebra da dorméncia, fendmeno da germinagcdao (Hu &
Couvillon, 1990).

De acordo com Guevara et al. (1992), estudando o efeito da cianamida hidrogenada na
germinacdo de sementes de café, altas doses de cianamida hidrogenada provocaram a inibi¢cdo
da germinacdo. Uma vez que a cianamida hidrogenada ativou as vias das pentoses fosfatadas
¢ possivel que uma estimulagdo muito grande possa fazer com que esta prejudique a
respiragdo. Segundo Mayer (1977), citado por Guevara et al. (1992), a via das pentoses
fosfatadas competem pelo substrato respiratério disponivel, existindo portanto uma relagcdo
entre os dois.

Para se ter uma perspectiva mais ampla na complexidade da rede bioquimica
responsavel pela regulacdo e execugdo do processo de dorméncia, € necessdrio muito mais
detalhes da indugdo coordenada (ou repressdao) dos metabdlicos que atuam em conjunto
durante a liberagdo de dorméncia de gemas (Pang et al., 2007).

Conforme Yooyongwech et al. (2012), a enzima de codificacdo de transcri¢do, a
proteina quinase de sacarose ndo fermentada [Sucrose non-fermeting (SNF)-like protein
kinase] oriunda da via respiratéria fermentativa, estd envolvida na percepcdo de sinal de
brotacao induzido por cianamida hidrogenada em gomos de uva.

De acordo com estudos realizados por Pang et al. (2007), com base na elevada
redundancia de codificacdo para vdrios genes de sinaliza¢do relacionados com Ca,", em
gemas tratadas com cianamida hidrogenada, a colecdo da sequéncia de marcadores originados
faz com que se acredite que a sinalizacdo do Ca," estd envolvida na dorméncia de gemas de
uva. Os resultados desses estudos suportam a hipdtese de que o estresse oxidativo estd
envolvido no gatilho, seja por indutores naturais ou artificiais, da cascata de sinais no interior
das bagas. E sugere que esta sinalizacdo de Ca,” pode ocorrer mediante a dependéncia de
calcio pela fosforilacao de proteinas.
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2.2.2. Meio Ambiente e 0 Homem

O conhecimento da cianamida hidrogenada no meio ambiente € no homem, assim
como os possiveis danos que esta pode causar ¢ importante para a elaboracdo de planos e
acoes na prevencdo de problemas que esta molécula pode vir a causar. Sendo o
monitoramento desta no meio ambiente igualmente importante para estas estratégias.

A meia vida fotolitica da cianamida hidrogenada em solu¢do aquosa € de 29 dias a pH
5 e 39 dias a pH 7. Em condi¢Oes aerdbias, a meia vida em solos arenosos, é de
aproximadamente doze horas, e em condi¢des anaerdbicas a meia vida no solo € de 35 dias. A
cianamida hidrogenada € apenas um pouco mével no solo, movendo-se mais lentamente em
solos com teor de matéria organica. Sob condi¢des do campo, a meia vida varia entre 10 e 15
dias. Segundo pesquisas, nao ha residuos detectdveis em uvas provenientes de vinhas que
foram tratadas com cianamida hidrogenada. Os dados sugerem fortemente que a cianamida
hidrogenada € rapidamente quebrada no meio ambiente e € pouco provédvel que persistem
como contaminante ambiental (Department of Pesticide Regulation, 1993).

Apesar de possuir meia vida curta, a cianamida hidrogenada pode vir a ser fonte de
contaminacdo dos recursos hidricos da regido onde estd sendo aplicada. Podendo ser um risco
as populacdes proximas caso cuidados ndo sejam tomados durante a sua aplicagao.

Nos tratamentos fitossanitdrios, os equipamentos de pulverizacdo tém como funcdo
gerar as gotas e transportd-las até o alvo, na quantidade necessdria, com o minimo de
desperdicio e de contaminacdo de outras dreas (Palladini & Patri, 1999). Entretanto,
Herrington et al. (1981), citado por Palladini & Patri (1999), estudando a retencdo e
distribuicdo da pulverizacdo sobre plantas de macieira no estddio dormente, verificou que
somente percentual de 9 a 22% ficou retido nos ramos.

Conforme o Micromedex (1995), citado por Granado (1998), a cianamida hidrogenada
¢ bem absorvida por via oral, inalatéria e dérmica. Hidrolisada em torno de 60% para carbina,
a maior parte é excretada pela urina. Sendo que o ion cianeto nao € metabdlito da cianamida.

Em estudos realizados pelo Department of Pesticide Regulation (1993), a absorcao
oral de cianamida hidrogenada em animais de laboratério foi de 100%. As doses médias
absorvidas dermicamente em 24 horas por humanos e ratos foram de 5,5% e 11,1%,
respectivamente. Aproximadamente 40%, da dose oral por humano, foi recuperada na urina
nas primeiras 24 horas. Para os ratos, de 43% da dose oral foi recuperada na urina.
Aproximadamente 95% das doses absorvidas oralmente em ratos ou seres humanos foram
excretadas em 24 horas. O restante das doses dérmicas ou oral, em ratos ou seres humanos,
foram excretadas nas fezes ou como CO, exalado. Em ratos a cianamida hidrogenada ndo se
concentra em todos os tecidos. Nao houve qualquer indicacdo da cianamida hidrogenada ser
convertida em cianeto in vivo em ratos ou em humanos. O principal metabdlico na urina dos
animais de laboratério e humanos foi N-acetylcyanamide.

Segundo Hiragate et al. (2005), a molécula da cianamida € toxica para mamiferos,
causando irritacdo aos olhos, pele e sistema respiratorio, induz dermatite de contato alérgica,
miose, salivagdo, lacrimejamento, e convulsdo. Alem disso, a cianamida € muito irritante para
a pele, olhos e membranas mucosas.

Exposicdes repetidas produzem sensibilizacdo e ulceracdes dérmicas, irritacao do trato
respiratério com pneumonite e/ou edema pulmonar. A inalagdo intensa e/ou ingestdo
concomitante ao dlcool produz reacdes do tipo antabuse, similares ao dissulfiram, que
incluem vasodilatagdo com eritema e queimadura em faces, nduseas, vOomitos, vertigens, visao
turva, confusdo, dificuldade respiratéria, severa hipotensdo e colapso circulatério
(Micromedex, 1995, citado por Granado, 1998).
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A estimativa da dose didria absorvida de uma pessoa que trabalha em um local
proximo a da aplicagdo durante 1 hora € de 7,5ug/Kg-dia a 100 pés (30,48m), 41,0ug/Kg-dia
a 200 pés (60,96m) e 2,9ug/Kg-dia a 300 pés (91,44m). A média anual de dose didria
absorvida varia de 0,2ug/Kg-dia para os supervisores e 0,7 upg/Kg-dia para os
misturadores/carregadores e o aplicador. A estimativa para a vida média absorvida de dose
diaria varia de 0,1 pg/Kg-dia para os supervisores a 0,4 upg/Kg-dia para os
misturadores/carregadores e para o aplicador (Department of Pesticide Regulation, 1993).

2.2.3. Deteccao e Quantificacao

Apesar de ja existirem métodos de deteccio e quantificacdo da cianamida
hidrogenada, como o da patente US Patent (1987) n°: 4692415 (SKW Trosberg
Aktiengeselischaft, 1987), ainda existem problemas como a sensibilidade do método, os
limites de quantificacdo e de deteccdo que ndo sdo satisfatorios, e/ou os métodos sdo muito
complexos (Hiragate et al., 2005).

A cianamida pode ser diretamente analisada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia e deteccdo de UV (Pramanik et al., 2009), ou a cromatografia em fase gasosa-
espectrometria de massa (Hiradate et al., 2005). Contudo, devido a problemas de separacdo
cromatografica e deteccdo, a cianamida tem de ser derivatizada antes da separagdo e
quantificac@o por sistema analitico. Os reagentes utilizados para anélises de derivatizagcdo dos
aminodcidos s@o por vezes aplicados na derivatizacdo da cianamida (Nagumo et al.,2009).

A derivatizacdo de moléculas de dificil detec¢do para posterior separacdo por HPLC
tem sido o objeto de muitos estudos. Diversos reagentes tém sido empregados com sucesso na
derivatizacdo de substincias, tais como as aminas biogénicas, toxinas, antibidticos e outros
produtos farmacéuticos. A dificuldade de desenvolver um método de derivatizacdo reside na
escolha do reagente adequado. Essa escolha depende dos seguintes critérios: o detector que se
pretende usar; a seletividade pretendida (alguns reagentes s@o muito especificos e sé reagem
com aminas primdrias ou com grupos guanidina); na possibilidade de trabalhar no modo de
derivatizacdo pOs-coluna ou pré-coluna; a compatibilidade com as condi¢cdes de reacdo
(temperatura, solvente, etc.) (Coppex, 2000). Um reagente de derivatizacao ideal deve ser
estavel, facil de ser obtido ou sintetizado, e permitir a rdpida conversdo quantitativa de um
analito para um unico derivado detectdvel com minimas reacdes secundarias (Huang et al.,
2009).

A utilizacdo de reagentes de derivatizacdo fluorogénicos, tais como o 4cido 2,6-
dimetil-4-quinolinocarboxilico éster de N-hidroxissuccinimida pode aumentar a sensibilidade
do método. No entanto, até agora, a utilizacdo deste reagente ndo foi descrita para a andlise de
cianamida hidrogenada. Percebe-se que, o processo de derivatiza¢do requer muito tempo e
esforco. A fim de resolver esses problemas, a derivatizacdo in situ foi desenvolvida, neste
método simplesmente adiciona-se o reagente de derivatizac@o a solu¢do da amostra (Xu et al.,
2009). Esta etapa de derivatizacdo converte a cianamida em um composto menos polar o que
provoca aumento na efici€éncia da extracao (Fattahi et al., 2007).

A preparacdo das amostras constitui um passo fundamental e essencial para o sucesso
de qualquer método analitico. Geralmente é dependente do analito e da matriz, necessitando
de uma otimiza¢do adequada dos diferentes pardmetros que a influencia. Embora no passado
nao tenha sido dado ateng¢ao suficiente na preparacdo das amostras, principalmente devido aos
avangos na instrumentacdo analitica, hoje em dia os esfor¢cos estdo sendo focados em sua
melhoria. Neste sentido, as tendéncias atuais estdo caminhando para a sua simplificagdo,
miniaturizacio e automagao, envolvendo também o uso de procedimentos isentos de solventes
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ou solventes “amigos” do ambiente, mantendo-se a0 mesmo tempo a eficiéncia de extracdo
em niveis aceitdveis. Tal aprimoramento representa um grande desafio (Ramos et al., 2011).

Os métodos tradicionais de preparacdo de amostras para a pré-concentracdo e
“limpeza” para as andlises de cianamida incluem a extragdo com dgua e purificacdo,
utilizando uma coluna que contém terra de diatomdaceas (Cai et al., 2012), a extracdo com
acido acético a 2% (Nagumo, 2009), a evaporagdo com nitrogénio (Pramanik, 2009), e a
purificagdo utilizando uma coluna de fase normal (Hiradate et al., 2005).

Ao longo dos tultimos anos, alguns novos procedimentos de extra¢do miniaturizados
tém sido introduzidos com sucesso, onde podem ser agrupados nas chamadas técnicas de
microextracdo de fase liquida (liquid-phase microextraction — LPME). A LPME emergiu a
partir da extracdo liquido-liquido (liquid-liquid extraction — LLLE), que € provavelmente o
procedimento de extracdo mais amplamente utilizado, apesar das suas claras desvantagens,
tais como o consumo elevado de tempo e solvente. Em geral, a técnica de LPME combina a
extragdo e a concentragdo em um sé passo. Normalmente ocorre entre varios microlitros de
solvente imiscivel em 4gua (conhecido como extratante ou aceitador) e uma fase aquosa
(também conhecida em alguns casos como fase doadora) que contém analitos de interesse
(Ramos et al., 2011).

A LPME tem sido realizada sob diferentes modos de extracdo, que podem ser
classificadas em trés categorias principais: microestracdo de unica gota (single-drop
microextraction — SDME), microestracdo liquido-liquido dispersiva (dispersive liquid-liquid
microextraction — DLLME) e microestracio LPME de fibra oca (hollow-fiber LPME — HF-
LPME). Diversas variacOes também foram introduzidas em cada uma dessas técnicas, o que
claramente demonstra a sua versatilidade. Na maioria dos casos, um alto fator de
enriquecimento relativo € obtido, uma vez que o baixo volume de agente de extracdo pode ser
facilmente introduzido em um sistema de cromatografia ou de eletroforese (Ramos et al.,
2011).

O método de microextracdo liquido-liquido dispersiva (dispersive liquid-liquid
microextraction — DLLME), t€ém adquirido grande aten¢do da comunidade cientifica nos
ultimos anos como alternativas para os procedimentos classicos (Melo et al., 2013; Rezaee et
al., 2006). Este método baseia-se na dispersdo de um solvente de extracdo (imiscivel em
dgua), em combinacdo com um solvente dispersor (miscivel em ambos, dgua e no solvente de
extracdo) dentro de uma soluc@o aquosa. Assim, uma drea muito maior de contato entre a fase
aquosa e o solvente de extracdo € obtido, devido a “nuvem” de suspensdo formada (Figura
56). A popularidade desta metodologia vem da sua utilidade, alto fator de enriquecimento,
velocidade, simplicidade, baixo custo e respeito pelo ambiente. Esta técnica estd disponivel,
praticamente, em todos os laboratérios de andlises (Abadie et al., 2012) e pode ser facilmente
modificada para uma finalidade particular, ou associada a outras técnicas de preparacdo de
amostra (Zgola-Greskowalk & Grzeskowiak, 2011).
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Figura 56. Esquema do método de microestracdo liquido-liquido dispersiva (dispersive
liquid-liquid microextraction —- DLLME).
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Ap6s a centrifugacdo, o solvente de extragao é normalmente recolhido no fundo do
tubo e injetado no sistema de cromatografia ou de eletroforese. Este pode também ser
evaporado com gds inerte (nitrogénio) e reconstituido, podendo assim obter-se uma maior
concentracdo das moléculas e/ou mudar a polaridade desta, dependendo do volume e da
solucdo de reconstitui¢do utilizada, para entdo ser injetado. Solventes de baixa densidade,
também té€m sido explorados como extratores, mas, neste caso, uma gota flutuante € recolhida
apo6s centrifugacdo. Caso a solucdo seja arrefecida e o solvente tenha um ponto de fusao
baixo, a gota flutuante solidifica, facilitando assim a separacdo das fazes e diminuindo as
perdas. Esta técnica é chamada de DLLME - gota organica flutuante (DLLME-floting
organic drop — STO) (Ramos et al., 2011).

Diversas varidveis influenciam as reacdes de derivatizacdo e a eficiéncia do solvente
de extracdo. No caso da derivatizacdo, a temperatura, tempo de reacdo, pH da solugdo,
afinidade do derivatizante e sua concentragdo, sao fatores que podem afetar a reacdo. J4 na
extracdo pode-se citar o volume de solvente dispersante, volume de agente extrator, forca
ionica, pH e tempo de extracdo. Apds a obtengdo de uma reacdo de derivatizacdo e um
solvente extrator adequado para a extracdo € necessdrio otimizar os parametros para a se obter
o maximo de molécula desejada para a injec@o. Possibilitando assim uma maior sensibilidade
de detec¢do e quantificacdo.

Normalmente, a otimizacdo dos parametros da derivatizagdo e da extracdo para a
andlise cromatografica é feita pelo método “um fator por vez” (one-factore-at-a-time
method), o qual consiste em variar um fator de controle ou parametro de cada vez, mantendo
os outros constantes durante cada ensaio (Andre et al., 2013). Isto pode consumir muito
tempo, e € provavel que nao se encontre o verdadeiro ponto 6timo quando existem interacdes
entre as variaveis.

O desing fatorial completo de dois niveis (two-level full factorial desing) é uma
ferramenta util para a procura preliminar de fatores experimentais que precisam ser
otimizados (Ferreira et al., 2007). Além disso, a metodologia de superficie de resposta
(response surfasse methodology) desempenha um papel crucial para fornecer modelos
estatisticos que ajudam a compreender as interagdes entre os fatores que estdo sendo
otimizados e estabelecer as condicdes ideais, com um nimero minimo de ensaios (Pinho et
al., 2011; Phoa et al., 2009).

E, portanto, claro que estes dois métodos quimiométricos, quando aplicados a
derivatizacdo e a microextracdo, maximizam a qualidade dos dados analiticos (Stalikas et al.,
2009). No entanto, embora esses desenhos experimentais de otimizagdo apresentem uma
vantagem quando comparado ao método “um fator por vez” de otimizacdo, apenas uma
minoria dos estudos aplicam esses procedimentos (Leardi, 2009).

2.3. Material e Métodos
2.3.1. Reagentes

Foi utilizado padrdo de cianamida (pureza > 99%) adquirido a partir da Sigma-Aldrich
(Steinhem, Alemanha).
O cloridrato de metilamina (pureza > 98%) foi adquirido pela Fluka (Buchs, Suica).
Todos os solventes utilizados na fase mével foram de grau HPLC da Merck (Darmstadt,
Alemanha). Agua ultra-pura (0,05uS/cm) foi obtida por meio de sistema Mili-Q da Millipore
(Miliford, MA, EUA).
Foram adquiridos da sigma o 1,2-naftoquinona-4-sulfénico (I,2-naphtoquinone-4-
sulfonic acid), com pureza de 97%; o 2-metoxi-2,4-difenil-3(2H)-furanona (2-methoxy-2,4-
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diphenyl-3(2H)-furanone) adequado para a fluorescéncia (pureza > 98,0% — HPLC); o
cloridrato de piridoxal (pyridoxal hydrochloride), com pureza maior ou igual a 99% (HPLC);
o 2,6-dimetil-4-quinolinocarboxilico éster de n-hidroxissuccinimida (2,6-dimethyl-4-
quinolinecarboxylic acid n-hydroxysuccinimide ester - DMQC-OSu) para derivatizacio para
HPLC (pureza >98,0%); e o acido 4-aminobutirico foi adquirido da Merk.

As solugdes de padrio de cianamida foram preparadas em dgua semanalmente e
mantidas no escuro a 4°C. J4 as solucdes de cloridrato de metila foram preparadas em acido
cloridrico a 0,1%. As misturas padrdo, de concentragdes apropriadas, foram preparadas por
diluicio com dgua ultra-pura e mantidas a 4°C, protegidas da luz (de acordo com as
orientagdes SANCO - 2011).

Ja os solventes de extragdo, triclorometano, clorobenzeno, diclorometano,
tetraclorometano, tetracloroetileno, foram de elevada pureza adquiridos da Fluka. E o cloreto
de sédio (NaCl) foi de grau analitico proveniente da Riedel-de-Haén (Bushs, Suiga).

2.3.2. Equipamentos

Utilizou-se um banho de dgua com termostato, marca Huber MPC-V12 (offen burg,
Alemanha) para controlar a temperatura durante o processo de derivatizacao.

A separacdo e quantificacdo da cianamida hidrogenada foram realizadas por HPLC
com deteccdo por fluorescéncia. A andlise cromatogrifica foi realizada em equipamento
HPLC analitico (Jasco, Téquio, Japdo), equipado com bombas HPLC Jasco PU-2080, um
detector FP-920 de fluorescéncia, um injetor de amostras AS-950, e um forno de coluna
(modelo 7981; Jones Chromatography, Hengoed, Reino Unido). A coluna utilizada foi Waters
Spherisord ODS2 (3um; 150mm de comprimento; 4,6mm de didmetro interno). O controlador
de Software Borwin PDA (JMBS Developments, Le Fontanil, Franga) também foi utilizado.

A separacdo cromatografica foi realizada utilizando-se mistura de dois eluentes;
Eluente A, que consiste em uma solucdo tampao de dcido férmico/formato de sédio 10mM, a
pH 3; e Eluente B, que consiste em acetonitrila. O gradiente utilizado foi de 0-5 minutos, 35%
de B em A; 5-10 minutos, 35-90% de B em A; 10-12,5 minutos, 90% de B em A, e 12,5-20
minutos de enxague e reequilibrio da coluna. As separacdes foram efetuadas a 40°C, com taxa
de fluxo de 1,0mL.min"". E os comprimentos de onda de deteccdo de fluorescéncia foram
fixados em 332nm para excitagdo e 432nm para emissao.

Utilizou-se um espectroflorimetro Perkin Elmer LS 50B, com as células de quartzo de
Icm de percurso Optico para avaliar o comprimento de onde de excitagdo e emissdo dos
derivados de cianamida.

2.3.3. Selecao do Reagente Derivatizante

Realizaram-se testes com diversos derivatizantes, com o objetivo de escolher qual
seria 0 mais adequado para se a derivatizagdo da molécula de cianamida hidrogenada,
originando um derivatizado fluorescente. Como o grupo de reacdo da cianamida hidrogenada
¢ uma amina primdria (Figura 57), os derivatizantes testados eram adequados para a
derivatiza¢do de aminas primarias.
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Figura 57. Esquema da molécula da cianamida hidrogenada,
composta por um grupo ciano (A) e um grupo amina (B).

Os derivatizantes testados foram:

D1 — 1,2-Naphtoquinone-4-sulfonic acid (NQS);

D2 — 2-Methoxy-2,4-dithenyl-3(2H)-furanone (MDPF);

D3 — Pyridoxal;

D4 — 2,6-Dimethyl-4-quinolinecarboxylic acid N-hydroxysuccinimide ester (DMQC-OSu)

Sendo que cada reacdo de derivatizagao foi realizada nas seguintes condicoes:

D1 — tampdo de carbonato de sédio (0,2M/pH: 11,3), temperatura de 100°C durante 4
minutos e com a interrup¢ao da reagdo com banho de gelo. Como padrao interno utilizou-se o
acido 4-aminobutirico;

D2 — tampao de carbonato de soédio (0,2M/pH: 11,3); Acido Borico — Hidroxido de sédio
(pH9,5); Borato de sédio (pH:9,6). Temperatura de 20°C durante 30 minutos. Como padrao
interno utilizou-se o acido 4-aminobutirico;

D3 — adicionou-se 100uL tampdo de borato de sédio (0,5M/pH 9,6), 50 uL de 4cido 4-
aminobutirico (Padrdo Interno), 50 uL de solucdo de cianamida hidrogenada a 100mg/L. A
reacdo ocorreu a 80°C durante 30 minutos, sendo interrompida com banho de gelo.
Adicionou-se entdo o tampao de boroidreto de s6dio (NaBH4 — 100mg dissolvido em solug@o
de hidréxido de sédio 0,1M), apés um minuto adicionou-se 40 uL de 4cido cloridrico 2M para
o pH reduzir a 1 e 2 (Blau & Halket, 1993).

D4 — adicionou-se 25uL de solucdo de cianamida hidrogenada a 100 mg/L, 25uL de solugdo
de metilamina a 10 mg/L, 100uL de tampao de acido bérico (0,2M) e borato de sédio (0,05M)
de pH 8,0, 200uL de DMQC-OSu e 150uL de dgua ultra pura.

Apés a determinacdo do derivatizante, este foi utilizado no experimento que
determinou o método para a deteccdo e quantificacdo de cianamida hidrogenada em diferentes
matrizes de dgua.

2.3.4. Selecao do Comprimento de Onda de Excitacdo e de Emissao

Os testes preliminares para estabelecer o comprimento de onda mais adequado para
andlise de fluorescéncia foram efetuados em espectrofluorimetro. Visando assim determinar
0s parametros espectrais, tais como, comprimento de onda de excitacio e emissdo da
cianamida hidrogenada derivatizada pelo DMQC-OSu.
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Ap6s a determinacdao do comprimento de onda mais adequado para o derivatizado
(DMQC-cianamida), este foi utilizado no experimento que determinou o método para a
deteccao e quantificagdo de cianamida hidrogenada em diferentes matrizes de dgua.

2.3.5. Extracao por DLLME

Os ensaios para a selecao do melhor solvente de extracdo foram realizados utilizando-
se 10mL 4gua ultrapura enriquecida com padrdo de cianamida hidrogenada, com
concentracao final de 10mg/L. A derivatizacdo foi realizada com a adicdo de 1mL de solucdo
tampao (H;BO3/NaB4O7; pH=8,5) e 400uL de DMQC-OSu (2mM), a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Em seguida 3,5 gramas de NaCl e 400 pL de diferentes solventes de
extragdo, separadamente, foram adicionados para formar uma “nuvem” de suspensao.

Esta solugdo foi submetida a agitagdo manual vigorosa, até a dissolugdo total do NaCl.
Os tubos conicos foram entdo centrifugados a 5.000 rpm durante 4 minutos e a fase aquosa
superior foi removida com pipeta (as particulas dispersivas foram sedimentadas no fundo do
tubo de centrifugacio). A faze organica resultante foi removida do tubo de ensaio e evaporada
com corrente suave de nitrogénio. Finalmente, a amostra foi reconstituida em 80uL de fase
cromatogrifica movel inicial (35% de eluente B em A) e 20uL foram injetados para andlise.

Os solventes organicos testados foram: triclorometano, clorobenzeno, diclorometano,
tetraclorometano e tetracloroetileno. O efeito de diferentes solventes de extracdo foi avaliado
pela drea do pico obtido pelo derivatizado da cianamida através da leitura de
HPLC/fluorescéncia.

2.3.6. Derivatizaciao e Procedimentos de Extracao

A derivatizacdo foi efetuada utilizando volume de 10mL de amostra de agua, ,
colocados num tubo de ensaio conico de 15mL e com adi¢do de metilamina como padrao
interno (10ug.L'de concentragdo final para 10mL de amostra). Adicionou-se 300uL de
tampao de H3BO3/NaB4O; (pH=8,5) e 600uL de solucio de DMQC-OSu (2mM). A solugdo
foi entdo incubada a 4°C na geladeira por 15 minutos. As amostras eram enriquecida com
padrao de cianamida hidrogenada quando na preparagdo da curva de calibracdo e/ou para
testar a validacdo do método.

O derivatizado DMQC-cianamida foi extraido pelo método DLLME, onde 65 uL de
acido acético 2M e 3g de NaCl foram adicionados a solu¢do. Sendo entdo 800uL de
triclorometano (solvente de extragdo) rapidamente aplicados, formando-se assim uma
dispersdo designada de “nuvem”. Esta solu¢do foi submetida a uma agitagdo manual vigorosa,
até a dissolucdo total do NaCl. Os tubos conicos foram entdo centrifugados a 5.000rpm
durante 4 minutos e a fase aquosa superior foi removida com uma pipeta (as particulas
dispersivas foram sedimentadas no fundo do tubo de centrifugacdo). A fase organica
resultante foi removida do tubo e evaporada com uma corrente suave de nitrogénio.
Finalmente, a amostra foi reconstituida em 80uL de fase cromatografica moével inicial (35%
de eluente B em A) e 20uL foram injetados para analise.

A concentragdo de cianamida hidrogenada na matriz de dgua foi calculada com a
utilizacdo de curvas padrio de calibracdo (10-200 pg.L™"). Foi utilizada uma calibracio em
matiz isenta de analito, em que a metilamina € utilizada como padrao.
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2.3.7. Delineamento Experimental

Delineamento fatorial de dois niveis (2¥) foi montado para a triagem das principais
varidveis que afetam o processo de derivatizacio da cianamida e da extragdo. Esta
metodologia é uma ferramenta util para examinar as principais varidveis em sistema
multivariavel. Como indicado na Tabela 17, dois modelos fatoriais diferentes foram
construidos. Cada um possuia trinta e duas combinagdes em diferentes niveis de
concentracdo. Ambos desenhos experimentais consistiam em 4 pontos centrais e foram

realizados para avaliar a significancia das cinco varidveis em estudo.

Tabela 17. Fatores, cdédigos, niveis baixo e alto, do delineamento fatorial 2’ para
procedimentos de derivatizacdo e extracao.

Derivatizacao Extracao
Niveis Niveis
Fatores Baixo  Alto Fatores Baixo Alto
D (+D D (+D
(x;) Temperatura (°C) 4 s50 o) S"lven(t:]B‘Spersante 600 1500
(x;) Tempo (min.) 5 40 ™) S"lve“:ff)e Extragio 0, g9
(x3) Agente Derivatizante (x3) Forca Ionica (NaCl
(uL) 100 300 cone. m/v) (%) 0 35
(x4) Tampao (mL) 300 1500 (x4) pH 3,5 85
(xs) pH 7 9.5 (xs) Tempo de Extracao 5 75

(min.)

Posteriormente as varidveis significativas foram otimizadas usando delineamento
central composto (central composite design — CCD), onde os parametros otimizados sao
apresentados na Tabela 18. Foi utilizado um CCD com um delineamento 2° fatorial completo,
como pontos cubicos, com seis pontos a uma distancia axial de a= 1,682 a partir do ponto
central e 6 replicatas do ponto central. No Anexo A encontra-se todos os parametros avaliados
e os resultados das dreas de pico do derivatizado DMQC-cianamida utilizado nos CCDs da
derivatizacdo e da extracao.
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Tabela 18. Fatores, cddigos, niveis baixo e alto, do delineamento de matriz CCD para os
procedimentos da derivatizacdo e da extragao.

Derivatizacao
Niveis
Fatores -0 Baixo Central Alto +a
(-1,682) (-1 0) (+1) (+1,682)
(x1) Temperatura (°C) -0,1 4 10 16 20,1
(x2) Agente Derivatizante (uL) 63,6 200 400 600 736,4
(x3) pH 6,5 7,0 7,75 85 9,0
Extracao
Niveis
Fatores -0 Baixo Central Alto +a
(-1,682) (-1) 0) (+1) (+1,682)
(x’1) pH 2,8 3,5 4,5 55 6,2
(x’2) Solvente de Extracao (uL) 129,6 300 550 800 970,4
R .
(x’3) Forga Ionica 28,3 30 32,5 35 36,7

(NaCl conc. m/v) (%)

Por conta disso, o experimento completo teve 20 combinagdes, incluindo 6 repeti¢des
do ponto central. Dois CCD diferentes foram construidos, um para a otimizac¢do das condi¢des
de derivatizacdo e outro para a otimiza¢ao do processo de extracao.

A temperatura da derivatizacdo variou de 4 a 16°C (-a= -0,1 e a = 20,1), a quantidade
de agente de derivatiza¢do de 200 a 600uL (-a= 63,6 e a = 736,4) e o pH de derivatizacdo
variou entre 7,0 e 8,5 (-a= 6,5 e a = 9,0), respectivamente.

Para as varidveis do processo de extracao, o pH variou de 3,5 a 5,5 (-a=2,8 e 0=6,2), 0
volume do solvente de extra¢ao variou de 300-800uL (-o= 129,6 e o = 970,4) e a forca i6nica
(NaCl a conc. m/v%), variou de 30 a 35% (-a= 28,3 e a = 36,7). A resposta usada em todos os
experimentos foi a drea do pico do derivatizado da cianamida (DMQC-cianamida).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Design Expert
Trial.Version 7 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN). Foi realizada andlise de regressao para se
ajustar a fungdo de resposta, obtendo-se o modelo final. E a partir da andlise de varidncia
(ANOVA) por meio do teste F (Teste de Fisher), foi avaliado a adequacgdo e significancia do
modelo.

2.3.8. Preparacao de Amostras

Para avaliar a precisdo e a aplicabilidade do método proposto, a extracdo e a
determina¢do da cianamida hidrogenada foi realizada em diferentes matrizes de amostras de
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dgua, incluindo as dguas subterraneas, de torneira, mineral, de rio e d4gua do mar. Todas as
amostras foram coletadas na cidade do Porto, Portugal, em Janeiro de 2013. As amostras de
dgua subterraneas foram coletadas em pogos perfurados; as de torneira foram retiradas do
abastecimento publico; as de d4gua mineral foram compradas em supermercado local; as de
agua do rio foram retiradas do rio Douro; enquanto que as de 4gua do mar foram coletadas do
Oceano Atlantico Norte.

Antes da determinagdo da cianamida hidrogenada, S00mL de cada amostra de dgua foi
filtrada através de filtros de fibra de vidro (Whatman, GF/F 47mm, Maidstone, England) e
mantida em recipientes de vidro ambar a 4°C de temperatura até que fossem analisadas.

2.3.9. Validacao do Método

Para garantir que a metodologia de otimizag¢do analitica fosse adequada para a
realizacdo de andlises de rotina, o método foi validado no que respeita aos parametros de
calibragdo e respectivas incertezas, precisao, recuperagdo, limite de quantificacio (LOQ) e
limite de detec¢do (limit of detection — LOD).

A validagdo do método foi realizada de acordo com as orientacdes das autoridades
reguladoras e dos principais organismos internacionais. Sendo estes: Conferéncia
Internacional sobre as Decisdes de Harmonizacdo (ICH, 2005); SANCO (SANCO, 2011);
Grupo EURACHEM (EURACHEM, 1998); Administracdo de Alimentos e Drogas (FDA,
2001); e Instituto Nacional de Metrologia, Normatiza¢ao e Qualidade Industrial INMETRO,
2007).

A verificacdo de desempenho do método analitico foi realizada pela calibracdo em
matriz utilizando a metilamina como padrdao interno. As curvas de calibragdo foram
estabelecidas utilizando o modelo de regressdo linear, tragando as razdes do derivatizado da
cianamida hidrogenada (DMQC-cianamida) e do derivatizado da metilamina (DMQC-
metilamina) versus a concentragcdo da area do pico do derivatizado da cianamida hidrogenada.

A faixa linear das curvas de calibragao foi de 10 a 200pg.L'1 de cianamida
hidrogenada, utilizando sete padrdes de calibragdo (10, 20, 50, 75, 100, 150 e 2OOpg.L'1),
preparado sob as mesmas condicdes otimizadas anteriormente. Cada teste foi efetuado pelo
menos em cinco experimentos independentes.

Os erros aleatdrios associados a curva de calibragdo, isto €, o erro para o declive (Sp) e
0 erro para a intersecdo na origem (S,) (para uma curva y=a+bx) foram calculados utilizando
o Sy/x, que estima os erros aleatdrios na direcao y, tal como esquematizado na Figura 58.
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Figura 58. Esquema da distribuicdo dos residuos de y da curva de regressao linear (Miller &
Miller, 2005).Onde x; é o valorde x em 1, y; € o valorde yem 1 e §; € o valor de
y na reta em X, assim por diante.

Os erros aleatorios na dire¢do y foram calculados pela seguinte formula:

Zi(YI - 91)2

S\’ X =
’ n—2
Onde:
v' Syx  — erros aleatdrios na diregdo y;
v n — numero de pontos para a constru¢do da curva.

Ap6s o calculo de Sy foi possivel calcular o desvio padrio para a inclinagdo (Sp) € 0
de intercec¢ao (S,). Utilizando-se as férmulas abaixo:
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_ Sis
\/Z[(x‘l = x)z

Sy

Onde:
v S, — erro para o declive;
v' Syx  — erros aleatdrios na diregdo y.

Sy/x Zi X2
n Zi(xi — X)?

Onde:
v S, — erro para a intersec¢do na origem,;
v' Syx  — erros aleatdrios na diregdo y.

O LOD e o LOQ foram calculados com base nos parametros da curva de calibracio
(Miller et al., 2005). Em que o LOD ¢ igual ao desvio padrdo na intercecdo da curva (Sa) e
mais de trés vezes o desvio dos residuos da mesma (Sy/x), sendo para o LOQ dez vezes esse
valor.

A repetibilidade foi avaliada no mesmo dia em trés concentracdes (20, 75 e 200ug.L™)
e em triplicata (nove determinacOes). Para a andlise de precisdo intermedidria foram
realizados, também em trés niveis de concentracdo, uma determinagao por dia, em trés dias
diferentes (nove determinagdes).

2.4. Resultados e Discussao

A otimizacdo das condicdes do HPLC/fluorescéncia foi o primeiro foco na separacao
cromatogréafica do derivatizado da cianamida hidrogenada dos subprodutos da derivatizacdo
na matriz. Esta foi realizada ao mesmo tempo em que se fez a selecio dos reagentes
derivatizantes.

A fase movel continha tampdo de dcido férmico/formato de sddio (10x10”mol.L™",
pH=3) como fase aquosa e acetonitrilo como fase organica. O aumento da concentra¢do da
fase organica de 35% até 90%, com taxa de fluxo de 1,0mL.min'1, foi capaz de separar o
derivatizado de cianamida dos componentes interferentes.

2.4.1. Selecao do Reagente Derivatizante

Dos quatro reagentes derivatizantes testados, verificou-se que, nas condi¢des usadas, o
unico capaz de reagir com a cianamida hidrogenada com possibilidade de formar um derivado
com deteccdo por fluorescéncia foi o 2,6-Dimethyl-4-quinolinecarboxylic acid N-
hydroxysuccinimide ester (DMQC-OSu). Desta forma, este foi escolhido para o
desenvolvimento do método de detec¢do e quantificacdo de cianamida hidrogenada.
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2.4.2. Selecao do Comprimento de Onda de Excitaciao e de Emissao

Para obter o maximo de sensibilidade na detec¢do por fluorescéncia, foi necessario
avaliar o espectro de excitagdo e de emissdo do derivado da cianamida com DMQC.OSu e
escolher os comprimentos de onda de excitacao e de emissdo mais adequados.

Verificou-se que o comprimento de onda de emissdo de 432nm e o comprimento de
onda de excitacdo de 332nm foram os que deram a maior sensibilidade, ou seja, foram os que
apresentaram a maior intensidade de florescéncia no equipamento (Figura 59).

30 - Espectro de Excitagdo Espectro de Emissao

25 1

15 4

10 +

Intensidade da Fluorescéncia

275 325 375 425 475

Comprimento de Onda (nm)

Figura 59. Intensidade de fluorescéncia em relacdo ao comprimento de onda do derivatizado
da cianamida hidrogenada.

2.4.3. Seleciao do Solvente de Extracao

Durante os testes para a extragdo por DLLME, a partir da derivatizacio com DMQC-
OSu, verificou-se que o solvente de extracdo mais promissor foi o triclorometano,
apresentando a maior drea de pico (Figura 60). A maior 4drea do pico do derivado da
cianamida com DMQC.OSu indica que houve melhor recuperacio de resposta a extracado com
este solvente.
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Figura 60. Efeito de diferentes solventes de extracdo na drea do pico cromatogrifico da
cianamida hidrogenada.

Estes solventes foram pré-selecionados devido a densidade que apresentavam. Era
intuito de que a goticula formada apds a centrifugacdo permanecesse no fundo do frasco para
entdo ser feito a separacdo da fase aquosa.

2.4.4. Otimizacao das Condicoes de Derivatizacao

Os principais efeitos das cinco varidveis estudadas (temperatura, tempo, volume de
derivatizante, volume de tampao e pH) nos ensaios de triagem apresentam-se na Figura 61, na
forma de grafico de Pareto. Este indica que os efeitos estatisticamente significativos sobre a
area do pico do derivatizado de cianamida (DMQC-cianamida) foram a temperatura, a
quantidade do agente derivatizante e o pH. O tempo de derivatizacdo e a quantidade de
tampao nao apresentaram efeito significativo sobre a drea do pico do derivatizado da
cianamida.
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Figura 61. Gréfico de Pareto com a magnitude dos efeitos principais da derivatizagdo, o eixo vertical mostra o valor t dos efeitos absolutos.
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Por ndo apresentarem efeitos significativos, o tempo de derivatizagdao e a quantidade
de tampao foram fixados, respectivamente, em 15 minutos e 300uL. O tempo de derivatizacdo
foi definido com a inten¢do de ndo estender demasiadamente o tempo de andlise, permitindo
também que ocorresse a reacao de derivatizacdo. Enquanto que a quantidade de tampao foi
selecionada para reduzir seu efeito de dilui¢do na amostra.

Em seguida foi conduzido o delineamento central composto (central composite design
— CCD) para a otimizagdo da derivatizacdo. O intervalo de variagdo para os parametros de
temperatura (X;), volume do agente derivatizante (x,) e pH (x3) sdo mostrados na Tabela 18.

A andlise de regressao permitiu estabelecer uma funcao de resposta e obter um modelo
final, que se apresenta com boa aptidao para a interagcdo de dois fatores (2FI), uma vez que os
valores de R’pred (R* predicted — predito) e R*adj (R” adjusted — ajustado) obtidos foram
0,8995 e 0,9494, respectivamente. Uma proporcao de 28,285 foi alcangcada, o que indica um
sinal adequado, sendo o modelo de superficie de resposta 2FI adequado e significativo. A
adequacdo da significancia, avaliada a partir de ANOVA por meio do teste F, mostrou a
adequacdo e significancia do modelo 2FI. O valor do teste F foi de 60,36, indicando elevada
significancia do modelo e somente 0,01% de possibilidade de que um valor tdo grande do
teste F poderia ocorrer devido a ruido. O Lack of fit value de Prob > F foi 0,5705, e nao foi
significativo (p>0,05), o que significa que o modelo € valido para o presente estudo.

A andlise da curva de superficie de resposta para o delineamento experimental
permitiu a previsdo da funcdo de resposta (drea de pico do derivatizado da cianamida
hidrogenada) para os efeitos das trés varidveis em estudo. As curvas de superficie e de
contorno demonstram os efeitos da variagdo da temperatura e pH, onde quanto menor a
temperatura e maior o pH, maior serd a drea de pico (Figura 62). Enquanto a terceira varidvel
(quantidade de agente de derivatizacdo) foi mantida constante no nivel mais elevado para a
funcdo de resposta.
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Figura 62. Superficie de resposta estimada pelo delineamento de composto central em relagao
ao efeito combinado do pH e da temperatura na area do pico do derivatizado de
cianamida hidrogenada, sendo o volume do agente derivatizante fixado em

600uL.

Verificou-se que quanto maior a quantidade de agente derivatizante € menor a
temperatura, maiores foram as dreas de pico do derivatizado da cianamida (Figura 63).
Enquanto a terceira varidvel (pH) foi mantida constante no nivel mais elevado sobre a fungdo

de resposta.
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Figura 63. Superficie de resposta estimada pelo delineamento de composto central em relagdao
ao efeito combinado do volume de derivatizante e da temperatura na area do pico
do derivatizado de cianamida hidrogenada, sendo o pH fixado em 8,5.

De acordo com este estudo de otimiza¢do, a maior resposta foi obtida com baixa
temperatura, pH elevado, e maior quantidade de agente derivatizante, que resulta em melhor
resposta.

Ap6s a avaliacdo das curvas de superficies de resposta, foram atribuidos os parametros
de otimizagdo para as varidveis em estudo, calculando o indice desejdvel, que permite obter as
melhores condi¢gdes experimentais (Pinho et al., 2011). O programa combina as condi¢des
Otimas para cada varidvel num unico numero e, em seguida, procura pelos maiores valores
globais. Neste indice um (1) representa o valor méximo e zero (0) uma situagdo nao desejavel
(minimo). As principais vantagens da utilizacdo de fun¢des de indice desejavel s@o a obtencao
de respostas qualitativas e quantitativas de uma transformacao simples e rdpida de diferentes
respostas para uma medicao (Khodadoust & Hadjmohammadi, 2011).

Os indices desejaveis estavam determinados a maximizar a func¢do de resposta (a drea
do pico do derivatizado da cianamida) e mantendo os outros parametros no intervalo (ou seja,
podendo assumir qualquer valor dentro dos definidos inicialmente). As condi¢des Otimas
obtidas foram temperatura de 4°C, quantidade de agente derivatizante de 600uL e pH 8,5.

Os testes de confirmac@o foram entdo conduzidos com os parametros sugeridos pelo
modelo experimental, em seis ensaios diferentes. As dreas observadas foram 3,1 1x10° +
4,21)(104 (UA) e foi previsto areas para o derivatizado da cianamida em 3,33105 + 3,59104
(UA). Os resultados para os valores observados estavam rigorosamente correlacionados com
os dados obtidos por andlise de otimizagdo utilizando o CCD, o que indica a consisténcia
entre os valores experimentais e os previstos.
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2.4.5. Otimizacao das Condicoes de Extracao

Apés a otimizacdo da derivatizacdo in situ da cianamida hidrogenada em matriz de
agua, foi necessdrio uma fase de “limpeza” e concentracdo, a fim de atingir baixo nivel de
deteccdo e de quantificacdo. Assim, para a otimizacdo do processo de extracdo, a estratégia
experimental foi semelhante a aplicada no processo de otimizacdo da derivatizagdo.

Os resultados indicam que os efeitos estatisticamente significativos sobre a area do
pico do derivatizado de cianamida hidrogenada, na extragcdo, foram o pH, a for¢a i6nica e o
volume de solvente de extragdo, como demonstrado na Figura 64, sob a forma de grafico de
Pareto.

O volume do agente dispersante e do tempo de extragdo nao tiveram efeito
significativo sobre a drea do pico do derivatizado da cianamida. Sendo assim foram fixados
para os testes seguintes em 600uL de acetonitrilo (agente dispersante) e cinco minutos (tempo
de extragcdo), tempo necessdrio para dissolu¢do completa do NaCl adicionado. Estes valores
utilizados foram os mais baixos do desenho experimental, sendo escolhidos com o intuito de
reduzir o efeito de dilui¢do e consumo de tempo.
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Figura 64. Gréfico de Pareto com a magnitude dos efeitos principais da extracdo, o eixo vertical mostra o valor t dos efeitos absolutos.
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A andlise de regressdo permite estabelecer uma funcio de resposta e obter o modelo
final. O melhor ajuste foi alcancado através de modelo quadritico com superficie de resposta
adequada e significativa. Os valores de R’pred e R’adj obtidos foram 0,8357 e 0,9014,
respectivamente. A razdo de 15,720 foi alcancada, o que indica um sinal adequado. A partir
da ANOVA foi confirmado a adequacao e a significancia do modelo quadratico. Onde o valor
de F do modelo foi de 20,29, indicando a elevada significincia do modelo, tendo apenas uma
possibilidade de 0,01% de que este valor seja tao grande que possa ocorrer devido ao ruido. O
Lack of fit value de Prob > F foi 0,8470, e ndo foi significativo (p > 0,05), o que significa que
o modelo é valido para o presente estudo.

Apo6s a determinacao dos efeitos principais da extragdo, foi realizado o delineamento
CCD para a otimizacao do processo de extracdo. Os parametros utilizados foram o pH (x’;), o
volume de solvente de extragdo (x’;) e a forca i0nica (x’3), em que sdo apresentados as suas
variagdes na Tabela 18.

A andlise da superficie de resposta para o delineamento experimental permitiu a
previsdo da fungdo de resposta (drea de pico do derivatizado da cianamida hidrogenada) dos
efeitos do pH, forca idnica, e da quantidade de solvente de extragcdo. O grifico de superficie e
de contorno demonstram os efeitos da variacdo do pH e da quantidade de solvente de
extracdo. Onde, as maiores dreas de pico foram encontradas por volta do pH 4,0 e com os
maiores volumes de solvente de extracdo (Figura 65). A terceira varidvel (for¢a idnica) foi
mantida constante no nivel mais elevado sobre a fun¢do de resposta.

135



460000

_ LR
T

372500
285000
197500

(V) 0014 op Ba1y

110000

l/_/‘/L_
4.00 4.

800.00 |
675.00

Volume de

Solvente de
Extracdo
(bL)

550.00

425.00

550

Pl —
50 5.00

300.00 3.50

pH

Figura 65. Superficie de resposta estimada pelo delineamento de composto central em relagdao

do derivatizado de cianamida hidrogenada, sendo a forca idnica fixada em 30 %

ao efeito combinado do volume de solvente de extra¢do e do pH na drea do pico
NaCl (conc. m/v).

Em relac@o a forca idnica, verificou-se que quanto menor o pH e maior a forga idnica,

maior foi a extrag

ao (Figura 66). Enquanto que a terceira varidvel (volume de solvente de

ao) foi mantida constante no nivel mais elevado sobre a funcao de resposta.

extrag
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Figura 66. Superficie de resposta estimada pelo delineamento de composto central em relacdo
ao efeito combinado do pH e da forca idnica (conc. m/v) na drea do pico do
derivatizado de cianamida hidrogenada, sendo o volume de solvente de extracio
fixado em 800uL.

Ap6s a avaliacdo das superficies de resposta foram estabelecidos os critérios para as
varidveis em estudo para obter as condi¢Oes experimentais ideais. Este foi realizado para
maximizar a resposta € manter os outros parametros no intervalo. Os indices desejaveis foram
construidos e obtidos como condi¢des 6timas a pH 3,8, o volume do solvente de extracdo em
800uL e a forca idnica (NaCl a conc. m/v) em 30%.

Os testes de confirmagdo foram entdo conduzidos com os pardmetros, tal como
sugerido pelo modelo experimental, em seis ensaios diferentes. As dreas observadas foram
5,12x10° + 5,64X104 (UA) e a drea prevista para o derivatizado da cianamida foram 4,94x10°
+ 6,40x10* (UA). Os resultados para os valores observados estavam intimamente
correlacionados com os dados obtidos por andlise de otimizag¢do utilizando o CCD, que indica
a consisténcia entre os valores experimentais e 0s previstos.

Na Figura 67 sdo mostrados na forma de Cromatogramas a evolucdo do sinal de
resposta da drea do pico do derivatizado da cianamida hidrogenada (DMQC-cianamida)
durante o processo de otimizacdo da derivatizacdo e da extragao.
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Figura 67. Cromatogramas da otimizacao da derivatizac@o e extracao da cianamida hidrogenada, em matriz de 4gua, para a concentracao padrao
de 1.000pg.L". Onde: A: apés os experimentos preliminares; B: apés a otimizagdo da derivatizacdo; C: nas condi¢des 6timas de
derivatizacdo e extracdo; Cyanamide peak: pico do derivatizado da cianamida hidrogenada (DMQC-cianamida).
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Os trés cromatogramas foram obtidos a partir de uma solucdo padrdo contendo
1.000ug.L" de cianamida hidrogenada. O cromatograma A foi obtido apés os experimentos
preliminares realizados pelos métodos univariado (univariete method); o cromatograma B foi
obtido apds a otimizacdo da derivatizacdo, o aumento da drea do pico foi de dezesseis vezes
quando comparado com os dos experimentos preliminares; o cromatograma C foi obtido nas
condi¢des 6timas de derivatizagdo e extracdo, apresentando um aumento de quarenta e seis
vezes quando comparado com os dos experimentos preliminares.

2.4.6. Desempenho Analitico e Validacao do Método

Os parametros de calibragcdo sdo apresentados na Tabela 19. Foi obtida uma excelente
resposta linear, com um fator de correlagdo igual a 0,9996. Onde o LOD e o LOQ foram de
482 ¢ 16,02pg.L’1, respectivamente.
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Tabela 19. Parametros de calibracdo, desvios-padrdes e incertezas calculados de acordo com Miller & Miller (2005). As normas foram
elaboradas nas mesmas condi¢des aplicdveis as amostras. Cada teste foi realizado em pelo menos cinco experimentos independentes.

LR(ug.L" bt(n.2S(b) attn.2S(a) r LOD(ug.L?) LOQ(ug.L™") S(y/x)

Cianamida 10-200 0,0051 =+ 0,0001 -0,0083 + 0,0134 0,9996 4,82 16,08 0,0082

Onde, LR ¢ a faixa linear (linear range); b ¢ a inclinacdo (slope); a é o intercepto (intercept); rFéo coeficiente de correlacdo (correlation coefficient); S(b)
e S(a) sdo os desvios padroes da inclinagdo e do interoceptor (standard deviations of the slope and intercept); S(y/x) é o desvio padrdo dos residuos da
regressdo lineary; LOD ¢ o limite de deteccdo (limit of detection); e o LOQ é o limite de quantificacdo (limit of quantification).
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Estes valores foram inferiores aos encontrados na literatura, tais como em Turowski &
Deshmukh (2004), que apresentam uma maior linearidade, variando de 500pg.L’' -
5000mg.L’1, e Rust (1987), que apresenta um LOQ entre 10 e 50pg.L’1 para solugdo padrao.

Os testes de precisdo apresentaram variagdes de 3,5 a 5,5% para intradia e variagdes
de 8,5 a 8,6% de precisdo para interdia (Tabela 20). Estes valores estavam abaixo de 20%, o
que € recomendado pelo SANCO (2011), em todos os trés niveis de concentracao.

Tabela 20. Resultados das andlises para avaliar a precisdao e a repetibilidade do método
proposto para a cianamida hidrogenada em matriz de dgua (n=9 para ensaios
intradia e n=9 para ensaios interdia).

Precisao RSD %

Intradia Interdia
Nivel de
Enriquecimento 20 75 200 20 75 200
(ug.L")
Cianamida 3,5 4,4 5,5 8,3 8,6 8,4
Recuperacao
Concentraciao Esperada (ng.L" Média de Recuperaciao %
Nivel de
Enriquecimento 20 75 200 20 75 200
(ug.L")
Ag‘llf:l gm‘ 20,050,7  71,243,0 1954+10,6  100,2 95,0 97,7

2.4.6.1. Desempenho em Amostras de Agua de Diferentes Origens

Para avaliar a aplicagdao do método proposto em amostras reais, cinco tipos diferentes
de amostras de dgua (4dgua subterraneas, dgua de rio, 4gua do mar, dgua de torneira e dgua
mineral) foram coletadas e analisadas de acordo com o método proposto.

As amostras de agua foram submetidas aos procedimentos descritos anteriormente,
com a derivatizacdo in situ e a extracdo por DLLME. As amostras ndo apresentaram niveis
detectdveis de cianamida hidrogenada. Sendo entdo estas enriquecidas com cianamida
hidrogenada em trés niveis de concentracdo (20, 75 e 200ug.L") e as recuperacdes médias

variaram entre 90,2% em &gua subterranea para 110,2% para todas as amostras de dgua
(Tabela 21).
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Tabela 21. Valores das concentracdes experimentais e de suas respectivas recuperacoes
médias para cada tipo de amostra (n>3).

Recuperacao

Concentraciao Esperada (ng.Lh

Média de Recuperaciao %

Nivel de
Enriquecimento 20 75 200 20 75 200
(ug.L")
Ag‘l‘f:l gt"a 20,0407 712430 1954+10,6 1002 95.0 97.7
Agua 19.7+1.4 72,6407  180,5+11,1 98.4 96,7 90,2
Subterranea
AguadeRio 19126  73,5%1,7  195248,9 95.4 98.0 97.6
AguadoMar  20,2+0,1 762429 1972+11,7  101,0 101.6 98.6
Agua da 21.942.6  82.6+6.2 1972+11.2 1097 110,2 98.6
Torneira
Agua Mineral 19.5#0.1  70.0+5.5  193.043.6 97.3 93.4 96.5

Para cada concentragdo, um teste ¢ de Student foi realizado para cada tipo de dgua, e a
comparacao entre as concentragdes esperada e experimental ndo mostrou diferenca estatistica
(p>0,05). O teste aplicado confirma a precisdo do método nestes diferentes tipos de matrizes
(Mansilha et al., 2010), sendo que, sem o enriquecimento da cianamida, nenhuma das
amostras apresentaram niveis detectiveis de cianamida. Na Figura 68 apresenta-se
cromatogramas tipicos de amostras de rio com trés niveis de enriquecimento (Oug.L™;
20ug.L™; e 200ug.L™").
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Figura 68. Cromatogramas de amostras de dgua do rio Douro apds a extracdo nas melhores condi¢cdes. Onde: A: amostra ndo enriquecida; B:
amostra enriquecida com 20ug.L" de cianamida hidrogenada; C: amostra enriquecida com 200ug.L"' de cianamida hidrogenada; Cya:
pico do derivatizado da cianamida hidrogenada (DMQC-cianamida); IS: padrdo interno de metilamina a 10ug.L" de concentracio
(DMQC-metilamina).
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2.5. Conclusoes

» Foi elaborado novo método para a andlise de cianamida hidrogenada em amostras de
agua através de aplicacdo de derivatizacdo direta (derivatizacdo in situ) com o 4cido
2,6-dimetil-4-quinolinocarboxilico éster de N-hidroxisuccinimida (DMQC-OSu),
seguido de extracdo por DLLME e andlises de HPLC/fluorescéncia.

» Técnicas quimiométricas multivariadas foram utilizadas com sucesso para a selecio
das varidveis relevantes para a derivatizacao in situ e para a extragao por DLLME. E
para estabelecer as melhores condi¢des das varidveis mais significativas, ou seja,
temperatura, quantidade de agente derivatizante e pH para a derivatizagdo in situ € o
volume do solvente extrator, for¢a idonica e pH para a extragdo por DLLME. O
estabelecimento de condi¢des 6timas foi obtido com nimero minimo de ensaios para a
obtencdo da resposta mdxima da drea de pico do derivatizado da cianamida
hidrogenada (DMQC-cianamida).

» O método proposto foi validado com sucesso em termos do limite de detecgdo e
quantificacdo, precisdo e recuperacdo. Este foi aplicado para a andlise de &4guas
subterraneas, de rio, de mar, de torneira e 4gua mineral, ndo sendo encontrado niveis
detectaveis de cianamida hidrogenada nestas amostras. Através da fortificacdo dos
cinco tipos de amostras de &4gua, com quantidades conhecidas de cianamida
hidrogenada, demonstrou-se a exatiddo do método proposto.
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3. CONCLUSOES GERAIS

A cianamida hidrogenada (com e sem a utilizac@o da irrigacao) aplicada nas plantas de
caquizeiro na segunda safra foi capaz de antecipar a brotacdo vegetativa o
aparecimento de flores fechadas e o aparecimento de frutos em desenvolvimento.

A aplicagdo consecutiva desses tratamentos também atuou positivamente na
manutencdo dos calibres dos frutos, consequentemente também atuou positivamente
na massa € no comprimento dos frutos. Prevenindo a diminuicdo desses devido a
fatores que se apresentaram na segunda safra.

Na segunda safra, verificou-se um aumento na produtividade das arvores,
acompanhado da diminuicdo do calibre, concentracdo de sélidos soldveis totais e
acidez total tituldvel dos frutos, assim como o aumento na concentracdo de taninos
condensados.

A aplicacdo da irrigacdo e da cianamida hidrogenada, associado ou isoladamente, ndo
antecipou o inicio da colheita e nem influenciou na produtividade ou no aparecimento
de injdrias nos frutos.

Quanto mais tarde os frutos foram colhidos, maiores foram os calibres, as
concentracdes de sdlidos soluveis totais € menores foram as concentragdes de taninos
condensados. Houve também um aumento da produtividade ao longo das colheitas,
assim como um aumento das perdas em campo. A presenc¢a de injdrias e se os frutos
estavam aptos a comercializa¢do ou ndo, ndo foram afetados.

Foi possivel verificar diferengas no comportamento das drvores com a copa totalmente
desenvolvida (bloco B1) e as drvores com a copa em desenvolvimento (bloco B2). As
arvores com a copa em desenvolvimento apresentaram, nas duas safras, concentragao
no periodo da colheita, possuindo frutos apenas até a quinta colheita. E os frutos
dessas arvores apresentaram os menores calibres, as menores concentracdes de sélidos
soliveis totais e as maiores concentracdes de acidez total tituldvel e taninos
condensados.

Uma vez que a cianamida hidrogenada é um agroquimico que possui potencial para
contamina¢do ambiental foi elaborado um novo método para a andlise em amostras de
dgua para possiveis monitoramentos. Este método baseia se na derivatizacido direta
(derivatizag@o in situ) com o 4cido 2,6-dimetil-4-quinolinocarboxilico éster de N-
hidroxisuccinimida (DMQC-OSu), seguido de extracdo por DLLME e andlises de
HPLC/fluorescéncia.

As varidveis para a derivatizacdo in situ e para a extracdo por DLLME foram
selecionadas através de técnicas quimiométricas multivariadas. Estas foram também
utilizadas para estabelecer as melhores condi¢des das varidveis mais significativas, ou
seja, temperatura, quantidade de agente derivatizante e pH para a derivatizagao in situ
e o volume do solvente extrator, for¢a i0nica e pH para a extracdo por DLLME. O
estabelecimento de condi¢des 6timas foi obtido com nimero minimo de ensaios para a
obtencdo da resposta mdxima da drea de pico do derivatizado da cianamida
hidrogenada (DMQC-cianamida).
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» O método proposto foi validado com sucesso em termos do limite de deteccdo e
quantificacdo, precisdo e recuperacdo. Este foi aplicado para a andlise de &dguas
subterraneas, de rio, de mar, de torneira e 4gua mineral, ndo sendo encontrado niveis
detectaveis de cianamida hidrogenada nestas amostras. Através da fortificacdo dos
cinco tipos de amostras de &4gua, com quantidades conhecidas de cianamida
hidrogenada, demonstrou-se a exatiddo do método proposto.
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ANEXO A - Delineamento central composto (central composite design — CCD) para a
derivatizacido e extracdo, com as variaveis de niveis independentes e os
respectiveis resultados experimentais das areas de pico do derivatizado
(DMQC-cianamida).

Derivatizacao Extracao
Variaveis Variaveis
Or(;l:m Independentes Are:a do Or(;leem Independentei 3 Areia do
Aviagio ! X2 X3 Pico Aviaciio X1 X’z (com. Pico
(°C) (L) (pH) (pH)  (uL) m/v)
1 4,0 2000 7,0 182501 1 3,5 300,0 30,0 349.434,7
2 16,0 2000 7,0 22.0294 2 55 300,0 30,0 634856
3 40 600,0 7,0 52.790,1 3 3,5 800,0 30,0 500.407,0
4 16,0 6000 7,0 33.984,5 4 55 800,0 30,0 247.710,0
5 4,0 2000 8,5 924676 5 3,5 300,0 35,0 307.109,0
6 16,0 200,0 85  87.047,0 6 55 300,0 35,0 153.182,0
7 4,0 600,0 8,5 344.057,8 7 3,5 800,0 350 357.972,9
8 16,0 600,0 85 291.451,0 8 55 800,0 350 300.075,0
9 -0,1  400,0 7,75 152.168,9 9 2,8 550,0 32,5 3159760
10 20,1 400,0 7,775 67.917,4 10 6,2 550,0 32,5 56.223,0
11 10,0 63,6 7,75 10.287.2 11 45 129,6 32,5 159.496,8
12 10,0 7364 7,75 205.443,0 12 45 9704 32,5 442.283,0
13 10,0 400,0 6,5 3.016,2 13 4,5 550,0 28,3 385.591,9
14 10,0 400,0 9,0 212.124,1 14 4,5 550,0 36,7 446.263,5
15 10,0 400,0 7,75 104.330,6 15 4,5 550,0 32,5 392.599,2
16 10,0 400,0 7,75 143.538,8 16 4,5 550,0 32,5 4487134
17 10,0 400,0 7,75 93.030,5 17 4,5 550,0 32,5 381.3544
18 10,0 400,0 7,75 144.461,8 18 4,5 550,0 32,5 366.643,8
19 10,0 400,0 7,75 120.065,9 19 45 550,0 325 3588724
20 10,0 400,0 7,75 107.846,6 20 4,5 550,0 32,5 4814119

Os nomes dos fatores das varidveis independentes encontram-se na Tabela 18.
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