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Resumo

CAVALCANTE, Jerffeson Araujo. Teste do etanol: desenvolvimento de equipamento
para determinacdo do vigor em sementes de soja. 2021. 69 f. Tese (Doutorado em
Ciéncia) — Programa de Poés-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Semente,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

Nos testes para a avaliacdo do vigor em sementes é essencial que estes sejam
rapidos, eficientes e padronizdveis, incluindo testes que permitam diferenciacao
precisa entre lotes. Dentre estes testes, 0 do etanol constitui-se em uma alternativa
que aporta caracteristica desejaveis para ser aplicado nos programas de controle
interno de qualidade de empresas produtoras de sementes, devido o mesmo ser
pratico e rapido. Porém, o teste é realizado com equipamentos adaptados,
necessitando de um equipamento proprio, com uso de sensores de alta precisao,
que venham a garantir a confiabilidade dos resultados. Assim, objetivou-se
desenvolver um equipamento capaz de quantificar a presenca de etanol produzido
por sementes de soja quando submetidas a hipdxia por diferentes tempos de
embebicdo, com o intuito de comparar os resultados obtidos pelo novo equipamento
com outros testes padrées de vigor, além de avaliar o metabolismo fermentativo
durante o teste do etanol. O trabalho foi dividido em dois capitulos e em ambos
utilizando delineamento experimental inteiramente casualizado, sendo o0s
tratamentos compostos 10 lotes de sementes de soja. O Capitulo | foi dividido em
dois experimentos, o primeiro correspondendo ao desenvolvimento do equipamento
de afericdo do etanol com o sensor MQ-3 e seus componentes e 0 segundo
relacionado ao tempo de estabilizacdo do sensor (3; 6; 9; 12; 15; 18; 21; 24; 27 e 30
segundos) em sementes de soja submetidas ao processo de anaerobiose. No
Capitulo 11, inicialmente, avaliou-se a qualidade inicial dos lotes por meio da
avaliacdo de teor de agua, germinacdo, emergéncia de plantulas, envelhecimento
acelerado, teste de tetrazolio, condutividade elétrica e respiracdo das sementes.
Para o teste do etanol foram utilizadas 25 sementes sem danos fisicos aparentes e
acondicionadas em frascos de 150 mL, contendo 40 mL de &agua deionizada.
Posteriormente, as sementes permaneceram embebidas pelos periodos de 30, 60,
90, e 120 minutos a uma temperatura de 41 °C em BOD. Apé6s os periodos de
embebicdo, os frascos foram acoplados no equipamento desenvolvido no capitulo |
e mensurado a quantidade de etanol liberada pelas sementes. O equipamento, bem
como o sensor MQ-3 obteve desempenho satisfatério, apresentando estabilidade de
afericdo média aos 16 segundos apods, sendo recomendado esse tempo para 0 uso
do etildbmetro em sementes de soja. Por meio desse mesmo sensor MQ-3, é
possivel, com eficiéncia, a deteccdo de etanol presente no ar liberado por sementes
de soja durante processo de anaerobiose. O teste do etanol em sementes de soja é
eficiente no ranqueamento dos lotes em diferentes niveis de vigor, utilizando o
tempo de embebicdo de 30 minutos, sendo este tempo apresentando associagao
moderada entre o teste de condutividade elétrica e a respiracdo das sementes. A
atividade das enzimas LDH, PDC e ADH comprovam que ha a producédo de etanol
durante o processo de embebicdo das sementes de soja.

Palavras-chave: Sensor, qualidade de fisiologica, metabolismo anaerobico, Glycine
max L.



Abstract

CAVALCANTE, Jerffeson Araujo. Ethanol test: develop of equipment to
determination of vigor in soybean seeds. 2021. 69 f. Dissertation (Doctor of
Science) — Postgraduate Program in Science and Technology, Federal University of
Pelotas, Pelotas, 2021.

In tests for assessing vigor in seeds, they must be fast, efficient, and standardized,
including tests that allow precise differentiation between lots. Among these tests, the
ethanol one appears as an alternative that provides desirable characteristics to be
applied in the internal quality control programs of seed-producing companies
because it is practical and fast. However, the test is performed with adapted
equipment, requiring its equipment, using high-precision sensors, which will
guarantee the reliability of the results. Thus, to develop equipment capable of
quantifying the presence of ethanol produced by soybean seeds when subjected to
hypoxia for different soaking times, to compare the results obtained by the new
equipment with other standard vigor tests and evaluate the metabolism fermentation
during the ethanol test. The work was divided into two chapters, and both used a
completely randomized experimental design, with treatments consisting of 10 lots of
soybean seeds. Chapter | was divided into two experiments, the first corresponding
to the development of equipment for measuring ethanol with the MQ-3 sensor and its
components and the second related to the sensor stabilization time (3; 6; 9; 12; 15;
18; 21; 24; 27 and 30 seconds) in soybean seeds submitted to the anaerobic
process. Chapter Il initially evaluated the initial quality of the lots by testing water
content, germination, seedling emergence, accelerated aging, tetrazolium test,
electrical conductivity, and seed respiration. For the ethanol test, 25 seeds without
physical damage were used and placed in 150 mL flasks containing 40 mL of
deionized water. Subsequently, the seeds remained soaked for 30, 60, 90, and 120
minutes at a temperature of 41 °C in BOD. After this period, the flasks were attached
to the equipment developed, and ethanol released by the seeds was measured. The
equipment and the MQ-3 sensor had a satisfactory performance, showing the
stability of average measurement after 16 seconds. This time is recommended for the
use of the breathalyzer in soybean seeds. Through this same MQ-3 sensor, it is
possible to efficiently detect ethanol present in the air released by soy seeds during
the anaerobic process. The application of the ethanol test in soybean seeds is
efficient in ranking the lots at different vigor levels when the soaking time of 30
minutes is used, showing a moderate association between the electrical conductivity
test and seed respiration. The activity of the enzymes LDH, PDC and ADH proves
that there was the production of ethanol during the soaking process of soybean
seeds.

Keywords: Sensor, Physiological Quality, Anaerobic Metabolism, Glycine max L.
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1 INTRODUCAO

Para o sucesso no cultivo da soja no campo, varios fatores devem ser
levados em consideracdo, desde o manejo do solo, controle de doencas, o
posicionamento de cultivares, o clima, e ndo menos importante, 0 uso de sementes
com qualidade fisiol6gica superior, que é primordial para se obter altos indices de
produtividade e, por isso, o controle de qualidade interno de sementes deve ser cada
vez mais eficiente, incluindo testes que avaliem rapidamente o potencial fisiolégico e
gue permitam a diferenciacéo precisa entre lotes (FESSEL et al., 2010).

Nesse contexto, avaliacdes rapidas, que permitam a obtencéo de informacdes
sobre a qualidade fisiol6gica das sementes, sdo muito importantes no processo de
tomada de decisdo nas diferentes etapas da producdo. Porém, os testes de vigor
disponiveis, que poderiam detectar rapidamente diferencas de vigor, apresentam
variacdes de confiabilidade e na sua aplicabilidade as culturas individualmente
(BUCKLEY; HUANG, 2012).

No Brasil, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
orgdo responsavel pela regulamentacdo da producdo e comercializacdo de
sementes, estabelece uma porcentagem minima de plantulas normais no teste de
germinacdo, para que um lote de sementes esteja apto a ser comercializado
(BRASIL, 2015). Contudo, lotes com germinacdo semelhantes podem apresentar
diferentes resultados de emergéncia de plantulas no campo, devido a diferentes
niveis de vigor. Apesar de nao haver padrdo minimo de vigor estabelecido por lei,
garantir uma semente de alta qualidade aumenta a credibilidade ndo s6 da empresa
produtora, mas também de todo o setor sementeiro. Deste modo, os testes de vigor
tornam-se ferramentas cada vez mais adotadas pelas empresas produtoras de
sementes para a determinacdo do potencial fisioldgico e, dentre eles, os mais
utilizados sé&o: teste de tetrazolio, envelhecimento acelerado e emergéncia em
campo (SANTOS et al., 2011).

Todavia, os testes de envelhecimento acelerado e emergéncia em campo séo
baseados na formacéo de plantulas normais e requerem, dependendo da espécie,
um periodo de cinco a dez dias para obtencdo dos resultados, tempo
demasiadamente longo, visto que a rapidez na avaliacdo da qualidade fisiolégica

das sementes agiliza as tomadas de decisdes nas etapas de produgdo no campo,
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beneficiamento, armazenamento e comercializacdo (MENEZES et al.,, 1994,
BRASIL, 2009).

Um método promissor, capaz de diferenciar lotes com distintos niveis de
vigor, é o teste do etanol. Buckley; Huang (2011), realizando o teste do etanol em
sementes de repolho, observaram que as sementes com maior nivel de vigor
apresentaram menor producdo de etanol, em comparacdo com as sementes de
menor vigor.

O teste do etanol baseia-se na teoria da fermentacao alcodlica, onde as duas
enzimas, descarboxilase do piruvato e desidrogenase do alcool agem sobre o
piruvato, produzindo etanol e CO2 e oxidando NADH no processo. A desidrogenase
do é&lcool e a desidrogenase do lactato sdo essenciais para operar o ciclo glicolitico
sobre condi¢cdes anaerobicas, porque elas reciclam NAD*, reduzindo piruvato a
etanol ou lactato (TAIZ et al., 2017).

Mesmo sendo um método promissor, o teste do etanol limita-se a
metodologias passiveis de aprimoramento visto que utiliza de métodos de afericbes
a partir de equipamentos adaptados, como € o caso de trabalhos realizados com
sementes de azevém e feijdo (CAVALCANTE et al., 2017; CAVALCANTE et al.,
2019), que utilizaram equipamentos adaptados, suscetiveis a variacbes. Desta
forma, torna-se essencial o desenvolvimento de um equipamento especifico, que
seja simples, eficiente e de preferéncia, portétil, que facilte o dia-a-dia dos
produtores de sementes no momento de avaliar o vigor de nas diferentes etapas do
processo de producdo. Para tanto, além de produzir o equipamento, é necessario
determinar o tempo em que o0 sensor de gas, presente no equipamento, para que se
tenha confiabilidade nos resultados mensurados.

Diante do exposto, objetivou-se desenvolver um equipamento por meio de um
sensor MQ-3, capaz de quantificar a presenca de etanol produzido por sementes de
soja quando submetidas a hipoxia por diferentes tempos de embebicdo, com o
intuito de comparar os resultados obtidos pelo novo equipamento com outros testes
de vigor empregados como referéncia, além de avaliar o metabolismo fermentativo

durante o teste do etanol.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A cultura da soja

A soja (Glycine max L.) é uma fabacea herbacea anual, cujo alto teor proteico
de seus gréos e ampla adaptacdo aos diversos componentes do meio natural, fruto
de investimento intensivo em tecnologia, a coloca entre as principais matérias-
primas para producdo de proteina alimentar no mundo, sendo a mais cultivada. A
matéria-prima da soja € empregada como forrageira na alimentacdo e no adubo
verde. O Oleo extraido do seu gréo é utilizado na alimentacdo humana, producao de
biodiesel e lubrificantes. O farelo € importante na alimentacdo humana e animal e na
fabricacéo de produtos (BEZERRA et al., 2015).

Nos ultimos anos a soja tornou-se a mais importante espécie cultivada no
mundo. Esta aleurooleaginosa constitui objeto de intensa pesquisa, visando o
aumento da produtividade de graos (BORNHOFEN et al., 2015). No Brasil, € uma
cultura de extrema importancia socioecondémica, gerando uma grande quantidade de
empregos diretos e indiretos, a qual promove o desenvolvimento de muitas regides
em todas as partes do pais. Atualmente, levando em consideracdo as ultimas duas
safras, o Brasil destaca-se como o maior produtor mundial de grdos de soja. Na
safra 2020/2021, o bom desenvolvimento da cultura nas diversas regides produtoras
do pais promoveu um incremento de producédo de 8,9% em comparacao a producdo
obtida na safra anterior, a producéo de graos em aproximadamente 136 milhdes de
toneladas (CONAB, 2021).

A sojicultura teve rapida expanséo no Brasil, devido ao seu valor econémico e
gracas ao seu desenvolvimento, por meio de melhoramento genético de novas
cultivares mais adaptadas as condicGes do pais. No entanto, lotes de sementes mais
vigorosas proporcionam elevadas produtividades, fazendo com que ocorra um
estabelecimento adequado da cultura e a consecucao de rendimentos satisfatorios
(SCHEEREN et al., 2010). Com isso, a utilizacdo de sementes com valor agregado,
com qualidade fisioldgica, fisica e sanitaria faz com que o potencial produtivo desta
espécie seja alcangado (SILVA et al., 2014).

Assim, dada a importancia da semente, € necessario que se tenha no
mercado este insumo apresentando qualidade superior para suprir esta demanda.

Para isso, as sementeiras tém adotado um controle e interno de qualidade cada vez
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mais eficiente e organizado, principalmente no ambito de verificar a qualidade
fisiologica das sementes ao longo das etapas de producéo.

Diante da necessidade e rigorosidade no controle de qualidade das empresas
produtoras de sementes, existe a necessidade do desenvolvimento novos de testes
para a avaliacdo do vigor em sementes ou o aperfeicoamento de testes ja
existentes, bem como a padronizacdo destes, é essencial para a constituicdo de um
eficiente controle de qualidade na cadeia produtiva. Estes devem ser cada vez mais
eficientes, incluindo testes que avaliem rapidamente o potencial fisiolégico e que

permitam classificar os lotes em niveis de vigor (FESSEL et al., 2010).

2.2 Testes de vigor

De acordo com a Associacao Oficial dos Analistas de Sementes dos Estados
Unidos (AOSA, 2009), o vigor em sementes é definido como, aquelas propriedades
das sementes que determinam o seu potencial para uma emergéncia rapida e
uniforme e o desenvolvimento de plantulas normais sob ampla diversidade de
condicBes de ambiente. Nesse sentido, o vigor das sementes € um fator responsavel
principalmente pela garantia de estabelecimento da populagéo de plantas desejada,
sendo esse um importante componente da producédo, favorecendo uma maior
velocidade e uniformidade na emergéncia das plantulas (EBONE et al., 2020).

Na implantacdo de uma lavoura, o vigor das sementes deve ser considerado
como um dos principais atributos da qualidade fisiolégica, pois plantas formadas a
partir de sementes mais vigorosas possuem vantagens competitivas desde o inicio
da emergéncia (BAGATELI et al., 2019). Segundo Marcos Filho (2015a), sementes
com baixo vigor podem apresentar reducdo no crescimento, na porcentagem de
emergéncia de plantulas, na velocidade de germinacdo de sementes,
desuniformidade no desenvolvimento de plantulas, assim como aumento da taxa de
anormalidade das mesmas. Ademais, esses fatores esses que podem influenciar a
acumulacdo de matéria seca, e assim afetar o rendimento (KOLCHINSKI et al.,
2005).

Empregar lotes de sementes com baixa qualidade fisiolégica proporciona
perdas consideraveis e perceptiveis, ainda na implantacdo da cultura, uma vez que
0 estabelecimento do estande de plantas pode ser prejudicado (SCHEEREN et al.,

2010). Além disso, o crescimento inicial das plantas de soja oriundas desses lotes
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de sementes possui uma tendéncia a inferioridade, devido a menor formacédo de
massa seca (BAGATELI et al., 2019).

Contudo, a avaliacdo da qualidade fisiolégica de sementes torna-se uma
etapa fundamental para programas de producdo, sendo utilizada como uma
estratégia primordial no controle interno da qualidade, a fim de determinar o
desempenho de cultivares e lotes, sendo a mensuracdo deste conjunto de testes,
avaliada pela associagao entre viabilidade e vigor (DELARMELINO, 2012).

A qualidade fisiologica da semente € avaliada rotineiramente pelo teste de
germinacao que, conduzido sob condi¢des 6timas de ambiente, fornece o potencial
maximo de germinacao, estabelecendo o limite para o desempenho do lote apds a
sua semeadura (BRASIL, 2009). Entretanto, em razdo de suas limitacdes,
principalmente quanto a menor sensibilidade para a diferenciacdo da qualidade e a
frequente discrepancia dos resultados como emergéncia das plantulas em campo,
sao necessarios também os resultados obtidos nos testes de vigor, tais como o teste
de tetrazodlio, comprimento de plantulas, envelhecimento acelerado e teste de
condutividade elétrica (AMARO et al., 2014).

O teste de tetrazolio apresenta eficiéncia e rapidez na avaliagcdo do vigor de
sementes, onde baseia-se na atividade das enzimas desidrogenases que estédo
associadas no processo de respiracdo, assim a hidrogenacgéo do 2-3-5-trifenil cloreto
de tetrazolio, favorece a producdo de uma substancia vermelha nas células vivas,
onde permite diferenciar as partes vivas (coloridas de vermelho carmim) das mortas
(branca-leitosa), conforme abordado por Franca Neto; Krzyzanowski (2019).

O comprimento de plantulas € um teste que envolve a mensuracdo do
comprimento das diferentes estruturas das plantulas, ou seja, raiz primaria,
hipocétilo, epicétilo ou plumula, que se formam logo apés o teste de germinacao.
Logo, as amostram que apresentarem maiores valores serdo as mais vigorosas,
sendo este fato uma consequéncia de sementes vigorosas produzir plantulas com
maior taxa de crescimento, devido apresentar maior translocacado de reservas dos
seus tecidos de armazenamento para o crescimento do eixo embrionario. Umas das
vantagens inerentes a esse teste € o fato de ser realizado a um baixo custo,
relativamente rapido e principalmente por ndo ser necesséaria a utilizacdo de
equipamentos especiais ou treinamento especifico para a realizacdo (GUEDES et
al., 2009).
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O teste de envelhecimento acelerado possui diversas metodologias, sendo 0s
fatores de variacdo entre elas a temperatura e o tempo de acondicionamento das
caixas tipo “gerbox” em camara BOD. Tal teste tem como principio a exposicdo das
sementes de um determinado lote a condi¢cdes de alta temperatura e umidade,
visando a avaliacdo posterior do desempenho das mesmas, o qual refletira seu
potencial de armazenamento, além de estar diretamente relacionado com seu vigor
(AOSA, 2009, MARCOS FILHO, 2020).

A condutividade elétrica avalia indiretamente a intensidade dos danos
causados as membranas celulares, resultantes do processo de deterioracdo da
semente. As sementes sdo embebidas em &gua destilada, sob temperatura
controlada, durante um periodo pré-estabelecido e as leituras dos valores de
condutividade elétrica das solucdes de imersdo medem a intensidade da corrente
elétrica entre dois pontos, determinada pela quantidade de lixiviados, portanto,
sementes com menor vigor, em consequéncia da menor estruturacao e seletividade
das membranas liberam maior quantidade de lixiviados (SILVA et al., 2014).

No entanto, diversos fatores podem afetar a eficiéncia do teste em classificar
os lotes em niveis de vigor e influenciar os resultados do mesmo, como o genétipo, a
desestruturacdo das membranas, o volume de agua, tamanho e numero das
sementes da amostra, temperatura, tempo de embebicdo e metodologias (CATAO;
CAIXETA, 2019).

O aumento de estudos voltados para a compreensao do vigor tem estimulado
a investigacdo dos componentes bioquimicos e na funcédo destes sobre a qualidade
fisiologica das sementes (ANDRADE et al., 2020). O avanco da tecnologia e da
computacdo tem demonstrado potencial na obtencéo de informacdes, que a partir de
vibragbes moleculares possibilita inferir sobre as moléculas presentes na amostra
(LARIOS et al., 2020).

2.3 Uso de equipamentos para determinar o vigor de sementes

Dentre as técnicas de controle de qualidade, destacam-se os trabalhos de
aprimoramento dos diversos testes de vigor, e tem despertado interesse do setor
produtivo na utilizacdo destas técnicas, visando producdo de sementes com
qualidade mais elevada (FRANCA NETO, 2016).
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A andlise computadorizada de plantulas reflete progresso na otimizacédo do
tempo, e minimizacéo de incertezas das analises, porém € pouco influenciada pelo
analista, ocasionando tomadas de decisdes mais precisas e ageis. No entanto, essa
ferramenta de avaliacdo de vigor de sementes por meio de andlise de plantulas e
sementes, ainda € primaria, havendo a necessidade de calibracdo de equipamentos
e padronizacdo dos testes (ALVARENGA et al., 2012). Porém, equipamentos de
espectroscopia, escaner, radiografado e etildmetro tem sido utilizado para diminuir o
tempo de execugédo dos testes de vigor e mitigar erros interpretativos.

O método de espectroscopia optica avalia o modo vibracional das moléculas
presentes na amostra de sementes, levando a formacédo de perfis de espectro, e
estes, necessitam de técnicas que ressaltem informac¢des quantitativas e qualitativas
(ALCANTARA et al., 2010). Entre eles, pode-se citar a técnica de espectroscopia
optica no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), utilizado para
identificar, caracterizar e quantificar elementos presentes na amostra, por meio da
vibracao emitida pelas moléculas, que apresentam estrutura, composicédo e modo de
vibracao especificas (SILVA et al., 2007).

Na Universidade Estadual de Ohio — OSU, nos Estados Unidos, Sako et al.
(2001) desenvolveram um sistema de avaliacdo de vigor (SVIS — Seed Vigor Image
System) que, através de imagens digitais capturadas por um scanner, determina o
vigor das sementes. Inicialmente o SVIS foi utilizado na avaliagcdo do vigor de
sementes de alface, posteriormente estudos verificaram a utilizagcdo bem-sucedida
do software para diversas espécies, tais como milho, trigo, amendoim, girassol, soja,
pepino, meldo e crotalaria.

Uma das vantagens da utilizacdo do SVIS é o tempo para obtencdo dos
resultados, onde séo utilizadas plantulas de apenas trés dias de idade para gerar o
indice de vigor, sendo menor do que o requerido para a realizagdo do teste
manualmente (HOFFMASTER et al.,, 2003). De acordo com Gomes Junior et al.
(2009), os resultados para uma amostra de 50 sementes podem ser obtidos em
aproximadamente trés minutos. Vale apena ressaltar outras vantagens desse
sistema, que incluem a eliminagcdo do erro humano, aumentando a confiabilidade
dos dados para fins de comparagdo de diferentes lotes de sementes e a
possibilidade de arquivamento das imagens para posterior analise (ALVARENGA et
al., 2012).
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Os pesquisadores da area de analise de sementes também tém utilizado
equipamentos adaptados de raios X, na qual se faz uso de imagens radiografadas a
fim de identificar problemas latentes (GOMES JUNIOR, 2010). Neste sentido, a
captura e o0 processamento da imagem radiografada tém permitido o
estabelecimento de relacdes entre integridade, morfologia e determinacdo da
germinacao das sementes (MARCOS FILHO et al., 2010).

No entanto, a maioria dos equipamentos ndo sao portateis e alguns
necessitam de plantulas para serem aplicados, o que demandaria um tempo
relativamente longo até que as plantulas estivessem totalmente formadas. Em
contrapartida, o teste do etanol pode ser uma alternativa frente a estas limitacoes, ja
que faz uso de equipamentos portateis e pode prever o processo de deterioracdo
antes mesmo da germinacdo. O teste baseia-se nos principios iniciais de
deterioracdo da semente, onde a incapacidade das mitocondrias de processar 0
piruvato da glicélise e algumas reacdes enzimaticas, resultam em reacdes de
fermentacao alcodlica, em que o piruvato descarboxilase e a alcool desidrogenase
atuam no piruvato, liberando etanol e COz, e oxidando NADH (KODDE et al., 2012).

2.4 Teste do etanol
2.4.1 Fundamentos fisiolégicos e bioquimicos do teste do etanol

O teste do etanol baseia-se na teoria da fermentacdo alcodlica na qual as
duas enzimas descarboxilase do piruvato e desidrogenase do alcool agem sobre o
piruvato, produzindo etanol e CO2 e oxidando NADH no processo. A desidrogenase
do alcool e a desidrogenase do lactato sdo essenciais para operar o ciclo glicolitico
em condi¢cBes anaerobicas, porque elas reciclam NAD*, reduzindo piruvato a etanol
ou lactato (Figura 1). Esse processo de acumulo de etanol envolve a oxidacdo do
NADH e resulta em pequena, mas essencial, producéo de ATP para a sobrevivéncia
de algumas espécies durante a auséncia de oxigénio. Durante as primeiras horas da
germinacdo, as sementes sdo impermedveis ao oxigénio, logo, elas rapidamente
geram um aumento no coeficiente respiratorio, incrementa a atividade da

desidrogenase do alcool e ativa a fermentacgéo alcoolica (TAIZ et al., 2017).
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Figura 1 — Resumo do processo metabolico da glicélise e das reacdes fermentativas

que ocorrem no citosol celular (TAIZ et al., 2017).
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As alteracdes no metabolismo do etanol sédo indicadores da deterioracdo em
sementes. Essas mudancas no metabolismo do etanol se apresentam
provavelmente relacionadas a um declinio na funcdo mitocondrial resultante da
oxidagdo da membrana, que por sua vez ocasiona na menor produgcdo de NAD+ e
limitando a capacidade de degradar o etanol (KODDE et al., 2012).

Neste contexto, sementes menos vigorosas tendem a apresentar membranas
com menor integridade, portanto facilitando a maior liberagdo do etanol em
comparacdo a sementes mais vigorosos e, consequentemente, sua quantificacéo
pode fornecer importantes informacdes sobre problemas fisioldgicos relacionados a
deterioracdo de sementes (BUCKLEY et al., 2016).

2.5.1 Uso de sensor MQ-3

Um dos principais sensores utilizados para determinar a presenca de etanol
no ambiente € o MQ-3. Sahu et al. (2017) afirmam que o sensor de gas MQ-3 é
adequado para detectar a presenca de etanol, podendo este ser utilizado em
bafébmetros, bem como em equipamentos que venham proporcionar, com
confiabilidade, a presenca de etanol em um determinado local.

Em geral, os sensores MQ-3 apresentam alta sensibilidade para éalcool e
pequena sensibilidade para benzeno. Quando o etanol esta presente no ar, a
condutividade do sensor aumenta junto com aumento da concentracdo de gas, um
circuito simples converte a mudanca de condutividade em sinal de saida de gas
correspondente, o etanol (SAHU et al., 2017).

A resistividade do MQ-3 difere com varios tipos e concentracdes de gases.
Adnyana et al. (2015), sugerem que ao usar este sensor, 0 ajuste de sensibilidade é
muito essencial. E proposto para calibrar o detector para 0,4mg L%
(aproximadamente 200ppm) de concentragéo de etanol no ar.

O sensor MQ-3 tem sido utilizado para diversas finalidades, seja para
determinar a liberagdo de etanol no processo de fermentacdo de leveduras,
sementes e seres humanos, sendo crucial sua calibragdo nos mais diversos
seguimentos, havendo a necessidade de que todos o0s estudos sejam baseados em
laboratério (ADNYANA et al., 2015).
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Satria et al., (2013) projetaram uma ferramenta com design arrojado para
determinar os niveis de etanol em diferentes situacdes, baseados em um AT89S51,
afirmaram que o sensor apresenta alta precisdo, porém, os autores relatam que a
temperatura externa do ambiente pode influenciar na operabilidade do senso. No
entanto, estes mesmos autores criaram parametros de correcdo, para eliminar a

interferéncia da umidade e da temperatura do ambiente de leitura.

2.5.2 Aplicabilidade do teste do etanol

O teste do etanol apresenta como principais caracteristicas a praticidade,
aplicacdo em uma gama de espécies e velocidade na obtencdo dos resultados,
gerando informagfes promissoras, com capacidade de prever o processo de
deterioracdo de sementes, bem como de proporcionar o ranqueamento de lotes
guanto ao vigor de sementes de diferentes espécies.

Estudando o vigor em sementes de canola, Buckley; Huang (2011)
observaram a ocorréncia de interagéo significativa entre a produgéo de etanol e o
vigor de sementes. No mesmo estudo, foi evidenciado o teste de emissao de etanol
como um teste rapido e simples, por ndo necessitar de nenhum tipo de instalacéo
especial.

Neste sentido, Woodstock; Taylorson (1981), em estudo relacionado a
producdo de acetaldeido e etanol em sementes de soja, verificaram correlacdo
significativa, indicando que o nivel de producdo destes compostos estava
relacionado a deterioracdo das sementes, sendo atribuido a alteragcdes nas
membranas mitocondriais. Estes mesmos autores ainda relatam que o0s niveis
elevados de etanol e o seu precursor, acetaldeido, foram detectados ap6s 30 min de
embebicdo em sementes de soja.

Ao avaliar a relacdo entre a producdo de etanol e o desempenho fisiologico
de sementes de quinoa, Vergara et al. (2018) constataram que o teste do etanol
usando 1,0 g de sementes, durante um periodo de 24 horas de embebicédo a 40 °C,
é eficiente na avaliacdo de vigor em sementes de quinoa.

Ja Oenellas et al. (2020), ao avaliarem o vigor de sementes de meldo pelo

teste do etanol, verificaram que o teste do etanol realizado com 25 sementes e
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embebicdo em 0,5 mL de agua destilada por 6 h, mostrou-se eficiente para
avaliacao do vigor e pode ser relacionado com outros testes de vigor tradicionais.

Ao pesquisar o potencial de um teste rapido de etanol para a avaliagdo da
qualidade de sementes de milho armazenadas sob diferentes condi¢gdes, Onwimol et
al. (2019) concluiram que o aumento na producao de etanol das sementes de milho
armazenadas sob condi¢cdes controladas (temperatura de 15 °C e UR de 20%) foi
menor do que nas condigcbes ambiente e que os niveis de producdo de etanol das
amostras de sementes de milho no inicio do armazenamento foram
significativamente menores que apos seis meses de armazenamento.

Trabalhando com sementes de azevém (CAVALCANTE et., 2017) e feijao
mitdo (CAVALCANTE et., 2019), os autores concluiram que o teste do etanol,
utilizando um bafémetro adaptado, tem a capacidade de distinguir o nivel de vigor
entre diferentes lotes de sementes destas espécies. Porém, relatam que o
equipamento, por ser adaptado, pode proporcionar equivocos durante o
procedimento metodoldgico.

Silva et al. (2021), ao testarem a qualidade fisioldgica de sementes de soja
com um bafébmetro adaptado, constataram que o teste ndo foi eficiente no
ranqueamento dos lotes em diferentes niveis de vigor, sugerindo que o teste seja

realizado com equipamentos especificos, criados para esta finalidade.
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Capitulo 1 — Desenvolvimento de equipamento e estabilizacdo de sensor MQ-3

para afericdo de etanol em sementes de soja

1 Introducéo

A utilizacdo de sensores com a capacidade de capturar informacfes para
auxiliar na agricultura vem contribuido significativamente no cultivo agricola em nivel
mundial, atuando em varios setores, seja em pré e ou pos-colheita. Geralmente, 0s
sensores possuem um elemento transdutor que fornece um sinal elétrico que
converte uma forma de energia em outra ou altera uma determinada grandeza
elétrica, como resisténcia, capacitdncia ou indutédncia, mas que pode sofrer
variagfes devido ao ambiente durante seu funcionamento, tais como como ruido e
temperatura (CORONEL-REYES et al., 2018).

Diante disto, abre-se uma alternativa para estudos relacionados a novos
testes de vigor em sementes de soja, que venham a se beneficiar de ferramentas de
carater eletrénico. A exemplo, Cavalcante et al. (2019), utilizam um etildbmetro
adaptado para avaliar a quantidade de etanol liberada por sementes de feijdo
submetidas a hipoxia e correlacionam os resultados com testes de vigor tomados
como referéncia. Os autores relataram que o teste se mostrou promissor, mas a
adaptacao do etildbmetro restringiu a obtencao de resultados mais consistentes.

No entanto, sabe-se que, em sua maioria, os etildbmetros chegam proximos da
precisdo e da exatiddo, podendo ser utilizados como testes de triagem ou
confirmatdrio da intoxicacdo (BRAATHEN, 1997; CARVALHO; LEYTON, 2000).
Contudo, os resultados desse equipamento sdo expressos em mg L' de sangue,
gue, em se tratado de sua aplicacdo em testes de vigor em sementes, podem causar
estranhesa na forma de expressar os resultados. Além disso, para verificar a
guantidade de etanol liberado pelas sementes em anaerobiose, é necessario que se
crie um fluxo de ar continuo significativo, até que a leitura seja realizada.

Para a continuidade de estudos relacionados a producdo de etanol em
sementes de soja e suas rela¢cdes com teste de vigor tradicionais, ha a necessidade
de projetar um novo equipamento especifico para este teste, com uso de sensores
gue possibilitem uma leitura confiavel, de forma rapida, pratica e precisa, tornando-

se util ao setor de producéo de sementes de soja. Porém, qualque tipo de sensor
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necessita previamente ser calibrado e ajustado mediante a necessidade para qual
funcdo o mesmo sera aplicado (GONZALEZ-BUESA; SALVADOR, 2019).

Entre os sensores mais utilizados para a detecgdo de etanol no ambiente,
tem-se o sensor MQ-3, da familia dos sensores MQ, produzidos pela empresa
chinesa HANWEI ELETRONICS LTD. Este sensor MQ-3 possui as caracteristicas
ideais para esta aplicacao, tais como alta sensibilidade ao etanol, rapida resposta,
longa duracéo, estabilidade nas leituras, circuito de alimentacdo simples e baixo
custo financeiro (ASSONI; MAGRO, 2017).

Nessa perspectiva, objetivou-se avaliar o funcionamento operacional de um
etildbmetro com uso de um sensor MQ-3 e seu tempo de estabilizacédo para utilizacédo

em lotes de sementes de soja submetidas a hipoxia.

2 Material e métodos

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio Didatico de Andlise de Sementes
do Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Sementes e no
Laboratorio de Agrotecnologia do Centro de Engenharias, ambos localizado nos
Campus do Capao do Leé&o da Universidade Federal de Pelotas.

Para o desenvolvimento da pesquisa, foram utilizados 20 lotes de sementes
de soja, de cinco cultivares distintas, sendo que cada cultivar continha quatro lotes
de sementes. Destaca-se, que por politica interna da Empresa fornecedora das
sementes, a identidade das cultivares ndo foi revelada. Dentre os 20 lotes de
sementes de soja, foram selecionados 10, dois lotes de cada cultivar que
apresentavam germinacdo (BRASIL, 2009) igual ou superior a 80% e que fossem
semelhantes aos demais, para que houvesse a continuidade das analises.

Posteriormente, a pesquisa foi dividida em duas etapas, a primeira
correspondendo ao desenvolvimento do equipamento de afericdo do etanol e a

segunda relacionada ao tempo de estabilizacdo do sensor presente no equipamento.

2.1 Experimento |

Para o inicio do desenvolvimento do equipamento de medicédo do etanol, foi

adquirida uma série de componentes eletronicos para desenvolvimento do sistema e
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produtos diversos, sendo que a obtencdo desses componentes, produtos e a

montagem do equipamento foram divididos em etapas:

2.1.1 Sistema de alimentagé&o

Para esse sistema, foi adquirida uma fonte para uso externo, um conector
Jack P4, um diodo 1N4007, um regulador de tensao 7805 e um LED (Light Emitting
Diode).

2.1.2 Arduino e Microcontrolador

Foi adquirido um arduino e Microcontrolador ATmega 328P de 14 portas de
entrada/saida digital (dO, d1, d2, d3, d4, d5, d6, d7, d8, d9, d10, d11, d12 e d13),
sendo que seis destas podendo ser utilizadas como saida Pulse Widht Modulation
(PWM) (d3, d5, d6, d9, d10 e d11) e seis portas de entrada analdgica (a0, al, a2, a3,
a4 e ab), um resistor de 10k de Pull Down, cristal oscilador de 16MHz e capacitores

ceramicos de 22pF e de 100nF.
2.1.3 Display

Foi utilizado um display Liquid Crystal Display (LCD) 16X2 de 16 pinos, que
apresenta 16 colunas a cada duas linhas, com fundo azul e leituras descritas na cor
branca.
2.1.4 Sensor de temperatura e umidade

Para esse sistema foi adquirido apenas um Sensor DHT11, que tem a

capacidade de expressar os valores de temperatura e umidade do ambiente durante

a utilizacdo do equipamento.
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2.1.5 Sensor de gas etanol

Assim como o sensor de temperatura e umidade, foi adquirido apenas um

sensor MQ-3 de 4 pinos.

2.1.6 Produtos diversos

Foram adquiridos frascos de vidro de capacidade de 150 mL, apresentando

tampas com sistema de vedacdo e ampola pneumatica com volume de 30 cm?,

2.1.7 Montagem simplificada dos componentes do equipamento

O sensor MQ-3 Datasheet de 4 pinos foi integrado a um conversor analégico,
gue converte as variacdes de resisténcia em variacdes de tensdo. Previamente ao
processo de conversdo, foram eliminados os ruidos proporcionados pelo meio
externo por meio de filtros de passa baixa presente no conversor. Esse mesmo
conversor converteu o0s sinais de variacdo de tensdo em valores analdgicos. Os
dados gerados foram armazenados em um microcontrolador, sendo este conectado
a um sistema de saida, um display, para que fosse possivel armazenar os
resultados de forma manual.

Para facilitar o manuseio do equipamento e do teste em si, foi inserido um
tubo de armazenamento de gas com uma ampola pneumatica implantada sobre a
tampa do frasco, com o propésito de extrair o etanol incubado nas amostras e
transferir para um outro frasco de armazenamento. No &pice segundo frasco, foi

mantido o sensor MQ-3 Datasheet e uma valvula de escape, respectivamente.

2.2 Experimento |l

Este experimento consistiu na determinacdo do tempo de estabilizacdo do
sensor MQ-3 Datasheet, j4 inserido no sistema eletrénico e no frasco de retencdo de
gas do equipamento, para que houvesse um tempo de espera entre uma analise e

outra.
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Para a realizacdo das medicbes de etanol, a fim de determinar o tempo de
estabilizacdo do sensor, foi utilizado delineamento inteiramente casualizado, com
cinco repeticdes de 25 sementes de soja de cada lote, visivelmente intactas, que
foram selecionadas manualmente e acondicionadas em frascos de vidro de volume
conhecido (150 mL), contendo 40 mL de agua destilada (simulacdo de ambiente
anaerobico) (CAVALCANTE et al., 2019), passando por um periodo de repouso de 2
horas em temperatura controlada a 41°C (CAVALCANTE et al., 2019). ApGs esse
periodo de hidratagdo, os frascos contendo as sementes foram cuidadosamente
acoplados ao outro frasco que continham o sensor MQ-3. Em seguida, com auxilio
da ampola, o ar contido no frasco que estavam acondicionadas as sementes, foi
transferido, em volume conhecido, para o frasco contendo o sensor. Logo, foram
realizadas as medi¢cdes em diferentes intervalos de tempos (3; 6; 9; 12; 15; 18; 21,
24; 27 e 30 segundos) em leituras continuas.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia a 5% de
significancia pelo teste F e quando significativo, aplicou-se o modelo de curva
exponencial para determinar o tempo minimo de estabilizacdo do sensor MQ-3. Os
resultados foram avaliados por meio do programa estatistico R® versdo 3.1.1. (R

Core Team, 2014) e o software grafico SigmaPlot verséo 12.5.

3 Resultados e discusséo

3.1 Experimento |

Para inicio da montagem do equipamento, um sistema de alimentacao foi
conectado a rede elétrica por meio de uma fonte externa (Figura 2A), sendo esta de
7 a 20 volts (V). A conexdo entre a fonte externa e o sistema de alimentacdo foi
realizada através de um conector Jack P4 (Figura 2A). O Jack P4 insere no sistema
uma carga positiva denominada VCC (Volt Direct Current) e uma carga
negativa/nivel I6gico zero denominada GND (Ground) ou fio terra.

Junto ao sistema de alimentagéo, foi inserido um diodo 1N4007, que tem
como fungéo proteger o sistema, permitindo apenas a passagem de corrente elétrica
em um unico sentido (HU; GONG, 2014). Caso haja uma inverséo entre o VCC e o

GND no conector da fonte externa, e consequentemente no conector Jack P4, o
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diodo ir4 proteger o sistema, pois nao ir4 possibilitar a passagem de corrente no
sentido inverso ao qual o sistema foi projetado. Ainda nesse sistema, foi inserido um
regulador de tensdo 7805, com a funcdo de oferecer em seu terminal de saida
(terminal 3) uma tensdo 5V. Este componente pode receber tensdes entre 7 e 20V.
Se 0 mesmo receber sinais menores que 7V nao ira funcionar corretamente, pois ira
entregar sinais menores que 5V em seu terminal de saida. Caso o sinal recebido
seja maior que 20V, o componente sera danificado. O funcionamento deste
componente é simples, a tensdo positiva entra no regulador de tensdo por meio do
terminal VI (Voltage In, teminal 1), e o terminal VO (Voltage Out, terminal 3) fornece
ao sistema uma tensdao positiva de 5V. O terminal 2 do componente é ligado ao GND
do sistema.

Ainda no sistema de alimentacdo, existem dois capacitores, um eletrolitico e
um de poliéster (Figura 2A). Estes componentes tém a funcdo de evitar que ruidos e
oscilacbes externos interfiram no sistema de alimentacdo e venham a comprometer
o forneciemnto de energia (KEOGH, 2010).

E por fim, existe um LED ligado ao sistema por meio de um resistor de
220ohms (Figura 2C). O resistor tem como objetivo limitar a corrente que ira passar
pelo LED. J& o LED serve como um indicador do sistema de alimentacao,
informando que o0 mesmo se encontra energizado (BEIRANVAND, 2016).

Com relagéo ao microcontrolador ATmega 328P (Figura 2B) de 14 portas de
entrada/saida digital (dO, d1, d2, d3, d4, d5, d6, d7, d8, d9, d10, d11, d12 e d13),
sendo que 6 destas podem ser utilizadas como saida Pulse Widht Modulation
(PWM) (d3, d5, d6, d9, d10 e dl1l), que apresentam uma resolucdo de 8 bits.
Também apresenta 6 portas de entrada analdgica (a0, al, a2, a3, a4 e ab), cada
uma destas com uma resolucao de 10 bits. A tensdo de operacao deste componente
€ de 5V, logo a conversédo analdgica digital sera de 1024 valores, ou seja, os valores
analdgicos lidos nas portas analdgicas serdo entre 0 e 1023.

Um resistor de 10kohms (Figura 2B) foi conectado ao terminal 1 do ATmega
328P (terminal de reset) a fim de manter o microcontrolador sempre energizado,
evitando que o sistema reinicie periodicamente. Da mesma forma, também foi
adicionado um capacitor ceramico de 100nF, para evitar oscilagdes no sistema que
venham a comprometer as leituras. Ainda foi acoplado ao microprocessador um

cristal oscilador de 16MHz (Figura 2B) com a funcdo de determinar com preciséo a
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sincronia de tempo (clock) das operacfes executadas pelo microcontrolador. Em
outras palavras, o oscilador garante que cada tarefa seja executada no momento
que foi proposto pela programacdo do microcontrolador. Os capacitores ceramicos
de 22pF faz parte do circuito do cristal oscilador e garantem o bom funcionamento
do mesmo.

Foi utilizado um display Liquid Crystal Display (LCD) 16x2 de 16 pinos (Figura
2D), que apresenta 16 colunas a cada duas linhas, com fundo azul e leituras
descritas na cor branca. Os pinos 1 e 16 do display foram conectados no Graduated
Neutral Density (GND). Os pinos 2 e 15 foram conectados no Voltage Commnarion
Collector (VCC) do sistema. Ja os pinos 4, 6, 11, 12, 13 e 14 foram conectados ao
microcontrolador, cada um destes sendo conectado a uma porta digital especifica,
na qual o pino 4 na porta digital 2 (4-d2), e assim por diante, 6-d3, 11-d4, 12-d5, 13-
d6, 14-d7, respectivamente. Os pinos 7, 8, 9 e 10 do display néo foram conectados a
nenhuma parte do sistema. O pino 5 foi ligado a um conector, sendo que este
conector foi ligado ao GND por meio de um fio, sendo este um recurso utilizado no
momento da definicdo das trilhas e posicionamento dos componentes na placa de
circuito impresso (NADRI; ABBASZDEH, 2016).

J& o pino 3 foi conectado a um trimpot multivoltas de 10k. No trimpot, o pino 1
foi conectado ao VCC do sistema, e o pino 3 foi conectado ao GND do sistema por
meio de um fio, sendo que este fio foi utilizado para conectar a trilha do pino 3 do
trimpot ao GND). O trimpot tem como objetivo ajustar o brilho da tela do display.

Se tratando do dispositivo liga/desliga (Figura 2E), teve um dos seus terminais
(1) conectado ao VCC do sistema, e o outro terminal (2) conectado ao pino digital 8
do microcontrolador. O terminal 2 do botdo s6 sera energizado se o dispositivo for
pressionado pelo usuéario do equipamento. Para garantir que o nivel l6gico no pino
digital 7 permaneca em zero quando o dispositivo ndo estiver pressionado, foi
inserido um resistor de 10kohms de Pull Down, desta forma evitando que o sistema
interprete que o dispositivo foi pressionado embora 0 mesmo nao tenha sido.

O pino 1, dentre os 4 pinos de um sensor de umidade e temperatura, foi
inserido na placa do circuito impresso, conectado via fiacdo ao pino VCC do sensor
DHT11 (Figura 2B). O pino 2 e do sensor (na placa de circuito impresso) foi
conectado via fiacdo ao pino do sensor DHT11 e ao pino GND do sensor DHT11,
respectivamente (Figura 2B). Salienta-se que o DHT11 € capaz de medir a



33

temperatura entre 0 e 50 °C com precisdo de +/- 2 °C e a umidade relativa do ar
entre 20 e 90% com precisao de +/- 5%.

Para concluir o sistema do equipamento, foi inserido o sensor MQ-3 de 4
pinos em seu modulo (Figura 2F), na qual foi utilizado apenas trés dos quatro pinos
no projeto. sendo neste projeto utilizados apenas trés (VCC, GND e saida
analdgica). O pino nao utilizado pertence a uma saida digital regulada por um trimpot
interno do madulo do sensor.

O pino 1 do sensor MQ-3 (na placa de circuito impresso) foi conectado via
fiac8o ao pino referente ao VCC, o pino 2 via fiacdo ao pino referente a AOUT (saida
analdgica) do modulo do sensor, e por fim, o pino 3 do sensor (na placa de circuito
impresso) foi conectado via fiacdo ao GND do médulo do sensor. Salienta-se que o
pino 2 do sensor MQ-3 é o responsavel por transmitir as informacfes para o
microcontrolador. O resistor 10kohms e o capacitor de poliéster 470nF comp&em um
filtro passa baixa no sistema e, desta forma, filtram ruidos de frequéncias acima de
33,88Hz, sendo que ruidos acima desta frequéncia nao irdo interferir nas leituras do
sensor (YANG et al., 2017).

Diante do que ja foi descrito sobre a montagem do sistema como um todo,
ressalta-se que todas as conexdes entre a placa de circuito impresso e o display

foram realizadas via fiacéo.
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Figura 2 — Esquema da placa do sistema utilizado para a producao do equipamento.
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ApOs a montagem do sistema e seus componentes (Figura 2), o sensor MQ-3
(Figura 2D) foi acoplado a um frasco B (Figura 2B) de recebimento de ar contendo o
etanol liberado pelas sementes (Figura H) submersas em agua (Figura 3G) que
estdo acondicionadas em outro frasco A (Figura 3A). Ambos est&o interligados por
um sistema de tubos e registro central (Figura 3F) com cerca de 5mm de diametro, a
fim de fazer o transporte do etanol presente no frasco a para o frasco B, sendo este
transporte realizado com auxilio de uma ampola pneumatica (Figura 3E) acoplada
na parte superior do frasco A. Assim, retira-se o ar do frasco A com a ampola (Figura
3F), fecha-se um registro no frasco A (Figura 3A) abaixo da ampola e pressiona a
mesma até que o ar, que contém o etanol, seja transferido para o frasco B, o qual
contém o sensor, posteriormente, fecha-se o registro do frasco B e inicia-se a leitura.

Desta forma, a condutividade elétrica do sensor de alcool se altera quando o
mesmo estd em um ambiente com maior concentracdo de etanol gasoso, ou seja,
guanto maior a concentracdo de etanol no ar, maior sera a condutividade elétrica do
sensor. Logo, os resultados sédo expressos diretamente no display em unidades
digitais (Figura 3lI).
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Figura 3 — Croqui do etildbmetro para andlise de vigor em sementes de soja
submetidas a hipdxia. A: frasco A; B: frasco B; C: sistema eletronico; D: Sensor; E:
ampola; F registro central; G: agua; H: semente de soja; I: protétipo do equipamento.
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3.1 Experimento Il

Na figura 4A, observou-se que o tempo minimo de estabilizacdo do sensor
MQ-3 para o lote 1 foi de 24,34 segundos, enquanto para o lote 2 (Figura 4B),
diferentemente do que foi observado para o lote 1, houve estabilidade nas leituras a
partir de 6,1 segundos, ambos permanecendo estavel até a realizacdo da ultima
leitura, que foi de 30 segundos.

Estes resultados demonstram a praticidade e velocidade com que os
sensores podem trabalhar, podendo ser usados em um dispositivo comercial portatil
e barato, capaz de detectar os compostos organicos volateis (COV) (especialmente
o etanol) e com sensores de alta sensibilidade (ROCK et al., 2008). Hamid et al.
(2018) comentam a existéncia de técnicas analiticas, como cromatografia liquida,
espectrometria de infravermelho e de massa que tem sido usada para detectar
concentracfes de etanol, mas sdo caros e ndo portateis. Devido ao alto custo e ao
processo complexo, se faz necesséario desenvolver sensores de etanol com alta
sensibilidade, baratos, portateis e de rapida resposta.

Com relacéo aos lotes 3 e 4 (Figura 4C e 4D), ambos apresentaram tempo de
estabilizacdo semelhantes, sendo de 18,4 segundos para o lote 3 e 13,6 segundos
para o lote 4. No entanto, os lotes 5, 6, 7, 8, 9 e 10 (Figura 4E, 4F, 4G, 4H, 4l e 4J)
apresentaram tempos de estabilizacdo de 11,2, 10,2, 23,95, 16,5, 15,97 e 21,1
segundos, respectivamente, mostrando a eficiéncia do sensor MQ-3 para determinar
a quantidade de etanol liberada pelas sementes em um curto espaco de tempo,
junto aos demais lotes.

Em pesquisa semelhante, Silva et al. (2017), a avaliarem a estabilidade de um
sensor MQ-3 em graos de feijdo, observaram que 0 sensor se tornou estavel,
considerando uma média das amostras avaliadas, em torno de 23 segundos. Estes
mesmo autores afirmaram que o sensor MQ-3 foi eficiente, pratico e rapido na
medic&o de etanol em sementes de feijdo em hipoxia.

Ainda foi possivel verificar que todos os lotes de soja avaliados apresentaram
estabilidade até o tempo final de avaliacdo (30 segundos), demonstrando
confiabilidade do sensor na obtencdo dos resultados, podendo ser, também,
aplicado em para outras espécies. Nessa perspectiva, Maciel et al. (2003)

destacaram que o desenvolvimento de sensores deste tipo € de extrema importancia
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para muitas aplicacoes, devido suas vantagens, tais como tamanho reduzido, alta
estabilidade, sensibilidade e longa vida util.

Apo6s a injecdo de 100 ppm de etanol, Anjum; Khainar (2016) constataram que
a resisténcia do sensor aumenta gradualmente e atinge um valor constante que
fornece ao tempo de resposta do sensor, sendo semelhantes aos resultados
encontrados neste trabalho. Os mesmos autores encontraram um tempo de resposta
de 180 s para o etanol, enquanto o tempo de recuperacao € de 700 segundos. Neste
trabalho constatou-se um tempo de resposta minimo de 13 segundos e de
recuperacdo de 618 segundos, corroborando. O sensor produzido por Anjum;
Khainar (2016) é de nanoparticulas e, portanto, se comporta como um sensor
eletroquimico, comportamento ndo visto em sensores de ligas metalicas.

Mediante os resultados, pode-se afirmar que o sensor MQ-3 pode ser uma
ferramenta futura no controle da fermentacdo em sementes de soja como um futuro
teste de vigor. Nos testes que avaliam a quantidade de etanol liberado pelas
sementes, como foi utilizado por Kodde et al. (2012) em sementes de repolho e
Buckley; Huang (2011) em sementes de canola, foi utilizado um etildmetro adaptado.
O etildmetro identifica por meio de uma analise rapida e adequada do ar expelido
pelos pulmbes, a presenca e quantidade de alcool no organismo, fornecendo
resultados equivalentes aos valores encontrados no ar alveolar.

Ainda, este tipo de sensor de etanol pode ser utilizado no monitoramento de
sementes armazenadas em embalagens herméticas. Sabe-se que embalagens
herméticas impde uma barreira fisica as trocas gasosas, sendo a respiracdo das
sementes capaz de alterar a concentracdo de CO:2 dentro da embalagem ao longo
do tempo, restringindo a respiracao aerébica e favorecendo a respiracao anaerdébica.
De acordo com Taiz et al. (2017) as sementes podem ativar seu metabolismo da

fermentacdo em concentragdes de Oz em torno de 5%.
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Figura 4 — Tempo médio de estabilizacdo do sensor MQ-3 Datasheet de quatro pinos para medicdo de etanol em 10 lotes de

sementes de soja submetidas a hipoxia.
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4 Conclusodes

O sensor MQ-3 é eficiente na deteccdo de etanol liberado pelas sementes de
soja submetidas a hipoxia.

O sensor MQ-3 apresenta estabilidade média aos 16 segundos apoés o inicio
das leituras, sendo recomendada a programacao do sistema neste tempo de leitura

para o uso do etildometro em sementes de soja.
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Capitulo 2 — Vigor e metabolismo anaerdbico de sementes de soja avaliadas

pelo teste do etanol

1 Introducéo

No sistema de producdo de sementes de soja, a avaliacdo da qualidade
fisiologica é fator fundamental para a tomada de decisdes quanto ao aproveitamento
das mesmas, como material de propagacdo e para as operagdes subsequentes a
que sao submetidas (FRANDOLOSO et al., 2017). Assim, laboratérios oficiais, de
pesquisa e empresas usufruem de varios testes de avaliacdo da qualidade, sejam
fisicos, fisioldgicos ou bioquimicos, em varias etapas do sistema de producao.

Dentre esses testes, 0 de germinacdo mostra-se bastante preciso e eficaz,
além de ser padronizado. No entanto, os resultados apresentados pelo teste de
germinacdo nao evidenciam o maximo de vigor das sementes, por ser conduzido
com temperatura, tempo de exposicdo, presenca ou auséncia de luz e umidade
recomendada para cada espécie (BRASIL, 2009). Geralmente, o teste de
germinacgdo superestima o potencial fisioldgico dos lotes de sementes, sendo, por
iSSO necessario 0 uso de testes especificos, principalmente de vigor (SANTOS et al.,
2011).

Porém, os testes de vigor em sementes s6 podem ser concluidos apés varias
horas, como € o caso do teste de tetrazolio e condutividade elétrica, ou até mesmo
dias, como exemplo o teste de envelhecimento acelerado e o teste de emergéncia
de plantulas em canteiros, fundamentais no controle interno de qualidade na
industria de sementes de soja. Desta forma, o0 setor de sementes anseia por novos
testes de vigor que sejam menos onerosos, rapidos e de baixo custo financeiro,
além de proporcionar resultados conclusivos, semelhantes aos testes tradicionais.

Nesse contexto, a aplicagcdo de novas tecnologias em sementes de alto valor
agregado pode ser de interesse para a industria de sementes, pois permite avaliar a
qualidade das mesmas de maneira rapida e padronizada. Além disso, pode ser uma
alternativa a ser usada em programas de controle de qualidade durante a producéo
de sementes, sendo importante para a tomada de decisdes quanto a aprovagéo ou
disposicéo de lotes de sementes, o que significaria economia de tempo e recursos
(MEDEIROS et al., 2020).
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Nessa perspectiva, uma metodologia que contempla caracteristicas de
rapidez, praticidade e confiabilidade nos resultados de vigor é o teste do etanol
(BUCKLEY; HUANG, 2013, CAVALCANTE et al., 2017). Esse teste baseia-se na
liberacdo de etanol pelas sementes durante a embebicdo ou processo de incubacéo,
promovendo a hipoxia, onde a mitocondria € incapaz de processar o piruvato da
glicdlise e algumas reacfes enzimaticas, que resultam em reacoes de fermentacdo
alcodlica, na qual a piruvato descarboxilase (PDC) e a alcool desidrogenase (ADH)
atuam no piruvato, liberando etanol e CO2, e oxidando NADH. A enzima ADH e
lactato desidrogenase (LDH) s&do essenciais no ciclo glicolitico em condicbes
anaerobias, pois reciclam NAD", reduzindo o piruvato a etanol ou lactato (TAIZ et al.,
2017).

Em condicdes de alta producdo de etanol, Cavalcante et al. (2019) afirmam
gue as sementes mais vigorosas tendem a produzir uma menor quantidade de
etanol durante os primeiros minutos da hipoxia, pelo fato das membranas celulares
se apresentarem mais integras, retardando o processo de reducdo do piruvato e
posterior passagem da molécula de etanol pela membrana plasmética das células.

Em contrapartida, os equipamentos utilizados para o teste de etanol, em
geral, sdo adaptados e podem comprometer metodologicamente as analises e 0s
resultados. Silva et al. (2021) afirmam que os equipamentos adaptados ndo sao
eficientes no ranqueamento de lotes de sementes de soja em diferentes niveis de
vigor, 0 que requer ajustes ou mesmo o desenvolvimento de equipamentos para
realizar o teste de forma mais segura e confiavel.

Diante do exposto, objetivou-se testar a viabilidade de aplicacdo de um
equipamento especifico para o teste do etanol em sementes de soja submetidas a
hipoxia, bem como avaliar o metabolismo das enzimas fermentativas apés a

aplicacao o teste.

2 Material e métodos

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio Didatico de Analise de Sementes
do Programa de Pos-Graduacéao em Ciéncia e Tecnologia de Sementes, pertencente
a Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, em parceria com o Laboratorio de
Agrotecnologia do Centro de Engenharias, ambos pertencentes a Universidade

Federal de Pelotas, localizados no Campus do Capéo do Ledo, RS.
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Os lotes de sementes foram adquiridos por uma empresa produtora de
sementes de soja, localizada no municipio de Luis Eduardo Magalhdes no Oeste do
Estado da Bahia. Dentre os lotes de sementes de soja, havia cinco cultivares
distintas, sendo que cada cultivar continha dois lotes de sementes. Destaca-se, que
por politica interna da Empresa fornecedora das sementes, a identidade das
cultivares nao foi revelada. Salienta-se que as sementes permaneceram
armazenadas em camara fria durante a condug¢ao do experimento.

Previamente, foi avaliada a germinagcéo de 20 lotes de sementes de soja e
foram selecionados 10 lotes que apresentavam germinacao (BRASIL, 2009) igual ou
superior a 80% e que fossem estatisticamente semelhantes entre si, para que
houvesse a continuidade das analises de qualidade inicial. No entanto, como
excecao, um dos lotes foi escolhido com germinacgéo inferior aos demais, a fim de
demonstrar que o teste se aplica a qualquer lote de sementes.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repeticbes para cada tratamento, com excecao do teste do etanol que foram
utilizadas cinco repeticdes. Os tratamentos constituiram-se de cada lote, sendo, no
total, 10 lotes de sementes de soja. Para determinar a atividade das enzimas
fermentativas, foram utilizados apenas 5 lotes de sementes de soja.

Previamente a utilizacdo do teste do etanol, foram avaliados o teor de agua e
a qualidade fisiolégica inicial das sementes dos diferentes lotes, aplicando os
seguintes testes:

Germinacéo: foi realizado com quatro repeticbes, cada uma composta por
quatro subamostras de 50 sementes, semeadas em substrato de papel (germitest®),
previamente umedecido com agua destilada, utilizando-se 2,5 vezes o peso do papel
seco, e mantidas em germinador a temperatura de 25 °C. As avaliacdes foram
efetuadas aos oito dias ap6s a semeadura, sendo 0s resultados expressos em
porcentagem de plantulas normais, conforme as Regras para Andlise de Sementes
(BRASIL, 2009).

Emergéncia de plantulas: foi realizado com quatro repeticbes com quatro
subamostras de 50 sementes, distribuidas em canteiros com dimensdes de 5 metros
de comprimento e 1 metro de largura (5 x 1m), preenchidos com solo coletado do
horizonte A1 de um Planossolo Haplico Eutrofico Solddico (STRECK et al., 2008),

pertencente a unidade de mapeamento Pelotas. As avaliacdes foram realizadas aos
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21 dias ap0s a semeadura, computando-se as plantulas emergidas que
apresentassem comprimento igual ou superior a 3,0 cm acima da camada do solo.
Os resultados foram expressos em percentagem de plantulas emergidas.

Envelhecimento acelerado: foi conduzido com 4 subamostras de 50
sementes por repeticdo, as quais foram dispostas em camada Unica sobre uma tela
de aco inox inserida no interior de caixas plasticas (gerbox) contendo 40 mL de agua
destilada no fundo (MARCOS FILHO, 2020). Posteriormente, as caixas foram
transferidas para camara de germinacgéo tipo BOD a 41 °C por 48 horas. ApoOs esse
periodo, as sementes foram submetidas ao teste de germinagéo, conforme descrito
anteriormente. A avaliacdo foi realizada no quinto dia apés a semeadura,
computando-se as plantulas consideradas normais (BRASIL, 2009). Os resultados
foram expressos em porcentagem de plantulas normais.

Teste de tetrazolio: foi realizado utilizando 100 sementes por repeticéo,
divididas em duas subamostras de 50 sementes, sendo estas acondicionadas entre
papel por 16 horas a temperatura de 25° C. Passado o tempo necessario ao
acondicionamento, as sementes foram totalmente submersas na solugéao de 0,075 %
de sal de tetrazolio, e colocadas em estufa a temperatura de 40° C por um periodo
de 2,5 horas, sendo posteriormente lavadas e analisadas individualmente quanto ao
vigor, com o0s resultados expressos em porcentagem (FRANCA NETO;
KRZYZANOWSKI, 2019).

Atividade respiratoria: foi determinada seguindo o método de Pettenkofer
adaptado por Moraes et al. (2012). Foram utilizadas quatro gramas de sementes
previamente embebidas nos mesmos tempos de embebicdo utilizadas no teste do
etanol (30, 60, 90, e 120 minutos). Posteriormente, as sementes foram colocadas no
sistema de Pettenkofer para determinar a atividade respiratéria. O célculo final da
atividade respiratéria foi realizado com base na média de quatro repeticdes, cujo
resultado foi expresso em quantidade de CO: liberado por grama de semente por
hora (ug CO:2 liberado g semente h?), utilizando-se a seguinte equacdo: N X D X
22, sendo, N= normalidade do acido usado (HCI 0,1N); D= diferenca entre a prova
em branco e a amostra e 22 = normalidade do CO: para a atividade respiratoria (AR)
determinada no aparelho de Pettenkofer.

Condutividade elétrica: foram utilizadas 25 sementes por subunidades, para

cada repeticdo. As sementes foram pesadas e em seguida foram imersas em um
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recipiente contendo 80 mL de agua deionizada e mantidas, por um periodo de 24
horas, em incubadora tipo BOD a temperatura de 25° C. Apds esse periodo,
realizou-se a leitura da condutividade elétrica das solugcbes, com o0 auxilio de um
condutivimetro digital. Os resultados foram expressos em uSm= g! de sementes,
conforme metodologia adaptada de Vieira; Marcos Filho (2020).

Posteriormente as analises da qualidade inicial dos lotes de sementes, foi
realizado os testes do etanol e condutividade elétrica:

Teste do etanol: Inicialmente, 25 sementes visivelmente intactas foram
selecionadas da porcao Semente Pura, sem apresentar danos fisicos aparentes.
Posteriormente, as sementes foram pesadas e acodicionadas em frascos de 150 mL
contendo 40 mL de agua deionizada, permanecendo embebidas pelos periodos de
30, 60, 90, e 120 minutos a uma temperatura de 41 °C em BOD. ApGs os periodos
de embebicdo, os frascos foram acoplados ao equipamento de medicdo do etanol,
na qual foram realizadas as leituras (Capitulo I, Figura 3). Os resultados foram
expressos em milivolt.

Condutividade elétrica ap6s o teste do etanol: ap6s a leitura do teste do
etanol, as amostras de sementes foram direcionas para leituras da condutividade
elétrica, na qual utilizando-se um condutivimetro de bancada Schott LF613T. Para a
obtencdo do valor da condutividade elétrica da solucdo contendo as sementes, foi
subtraido o valor da condutividade lida no condutivimetro do valor da leitura da agua,
dividindo-se o valor obtido pela massa das 25 sementes, sendo o0s resultados
expressos em uyScm1g? de sementes (VIEIRA; MARCOS FILHO, 2020).

ApoOs o teste de condutividade elétrica, as sementes foram congeladas para a
determinacdo do metabolismo enzimatico durante a fermentagéo:

Lactato desidrogenase (LDH, EC 1.1.1.17), piruvato descarboxilase (PDC.
EC 4.1.1.17) e alcool desidrogenase (ADH, EC 1.1.1.1): para determinar o
metabolismo anaerdbico das sementes, foram utilizados os lotes 1, 4, 6, 8 e 10.
Inicialmente, foi retirado o tegumento das sementes a fim de utilizar apenas o tecido
vivo. Os tecidos foram macerados em gral com N2 liquido e polivinilpolipirrolidona
(PVPP) 5% (p/p MF) e homogeneizados em tampéao Tris-HCI 50mM, pH 7,5,
contendo ditiotreitol (DTT) 1mM. Os extratos foram centrifugados a 12.000g por 20
min a 4°C. Uma aliquota de 2,5mL do sobrenadante foi dessalinizada em coluna de
cromatografia de exclusdo molecular PD10 — Sephadex G-25 M (GE Healthcare,
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Buckinghamshire, UK) (SOUZA; SODEK, 2003). A fracdo proteica eluida foi utilizada
para 0s ensaios enzimaticos e determinacdo do conteudo de proteina de acordo
com Bradford (1976). As atividades das enzimas foram quantificadas a partir do
monitoramento da oxidacdo do NADH, em espectrofotometro, a 340nm por 3,
registrados em intervalos de 5 segundos, a 30 °C.

A atividade da ADH foi monitorada no sentido da formacdo do etanol
(acetaldeido ADH etanol) em meio de reagdo contendo tampé&o Tris-HCI 50 mM, pH
7,5 para nédulos e fosfato de potassio 50mM, pH 7,0 para raizes, NADH 0,2mM,
acetaldeido 5mM e extrato enzimatico. A reacdo foi iniciada pela adicdo de
acetaldeido ao meio (HANSON et al., 1984). A atividade da PDC foi monitorada no
sentido de formacdo do etanol a partir de uma reacdo acoplada (piruvato PDC e
acetaldeido ADH etanol) em meio de reacao contendo tampdo MES 50mM (pH 6,0
para nédulo; pH 6,5 para raizes), NADH 0,2mM, tiamina pirofosfato 0,5 mM, cloreto
de magnésio 1mM, acido oxamico 20mM, ADH 10 U e piruvato de sédio 10mM e
amostra. A reacédo foi iniciada pela adicdo do piruvato ao meio (HANSON et al.,
1984). A atividade da LDH foi monitorada no sentido de formacdo do lactato
(piruvato LDH lactato) em meio de reacdo contendo tampéao Tris-HCI 50mM, pH 7,5
para nédulo e fosfato de potassio, pH 7,0 para raizes, NADH 0,2mM, cianeto de
potassio 3 p M, metilpirazol 4mM, piruvato de sédio 10mM e amostra. O piruvato foi
utilizado para iniciar a reacdo (HANSON; JACOBSEN 1984).

Os dados de qualidade inicial, do teste do etanol e das enzimas fermentativas
foram submetidos a analise de variancia (p<0,05) e, quando significativo, foram
comparados pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Além disso, foi
realizada uma andlise entre os componentes principais (PCA) e analise da relacao
entret variaveis pelo teste de correlacdo de Pearson a 1% e 5% de probabilidade. Os
dados foram avaliados pelo programa estatistico R® (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2014).

3 Resultados e discusséo
Os resultados referentes ao teor de agua inicial das sementes variaram de

11,9 a 13,9%, com diferenca maxima de 2,0 pontos percentuais entre os lotes
(Tabela 1). Essa proximidade entre os valores do teor de agua inicial é primordial
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para que os testes ndo sejam afetados por diferencas na atividade metabdlica
(STEINER et al., 2011), ja que o teor de agua das sementes influencia diretamente
na integridade das membranas, avaliada pelo teste de condutividade elétrica e pode
influenciar em outras analises da qualidade fisiologica (BARBOSA et al., 2012).

Tabela 1 — Teor de agua (TA), germinacdo (GER), emergéncia de plantulas (EP),
envelhecimento acelerado (EA), teste de vigor pelo tetrazolio (TZ), condutividade

elétrica (CE) e respiracao (RES) de dez lotes de sementes de soja.

TA GER EP EA TZ CE

Lote = 0l e uScmig? RES?
1 11,9 95 at 93 a 94 a 93 a 91,35a 0,90 a
2 12,2 96 a 92 a 93 a 92a 105,83 b 1,83b
3 12,7 96 a 86 b 88b 89b 106,30 b 252b
4 12,6 97 a 86 b 86 b 88 b 109,14 b 2,33b
5 12,1 93 a 90 a 91 a 92 a 98,41 b 1,64 b
6 12,1 93 a 92 a 92 a 91a 112,76 b 1,59b
7 12,8 93 a 89b 90 a 88b 118,29 c 297b
8 13,9 88Db 85b 87b 85b 137,02 c 4,96 c
9 13,2 93 a 84b 86 b 85b 133,63 ¢c 3,87c
10 12,0 96 a 93 a 92 a 94 a 81,18 a 0,86 a

Média 12,6 94 89 90 88 109,01 2,34

CV (%) 3,37 5,26 4,43 3,19 8,83 14,2

IMédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. 2 uyg CO: liberado g semente h-1; CV: coeficiente de variagédo.

Quanto a caracterizacdo inicial, as sementes de todos os lotes de soja
apresentaram germinagcdo acima do padrao utilizado para a sua comercializacao,
que é de 80% (BRASIL, 2013). Ainda se observou que todos os lotes de sementes
apresentaram germinacao semelhante, exceto o lote 8, que apresentou germinacéao
inferior aos demais lotes (Tabela 1), justificando a necessidade de utilizar um teste
de vigor, visto que o teste de germinacdo nao permite detectar o progresso da
deterioragdo das sementes, indicando apenas o0s estadios finais do processo
(MARCOS FILHO, 2015a).

Os testes emergéncia de plantulas, envelhecimento acelerado e o teste de
tetrazolio oportunizaram o ranqueamento dos lotes em dois niveis de vigor, sendo os
lotes 1, 2, 5, 6 e 10 apresentando sementes mais vigorosas (Tabela 1). Saliente-se
gue os testes de vigor sdo mais sensiveis para identificar estagios menos
avancados de deterioracdo das sementes, podendo facilitar a tomada de decisdes
sobre o destino dos lotes de sementes (WENDT et al., 2017). Varias empresas



46

realizam os testes de vigor associados ao de germinacdo para um controle interno
de qualidade, buscando estimar o potencial de desempenho em campo, tanto a
serem semeadas em condi¢cdes favoraveis quanto em condicbes desfavoraveis
(GRZYBOWSKI et al., 2015, TILLMANN et al., 2019).

J& se tratando dos testes de condutividade e respiracdo das sementes de soja
pelo método de Petenkoffer, observou-se que ambos os testes ranquearam os lotes
em trés niveis de vigor, sendo os lotes 1 e 10 apresentando as sementes mais
vigorosas e os lotes 8 e 9 como os de menor vigor (Tabela 1). Estes resultados de
condutividade corroboram com pesquisa realizada por Fessel et al. (2010) com
sementes de soja e com trabalhos de Mendes et al. (2009), Aumonde et al. (2012) e
Leite et al. (2018) ao avaliar a respiracdo em sementes de soja, feijdo-miudo e
quiabo, respectivamente.

Torna-se relevante destacar que os testes bioquimicos, como é o caso da
condutividade elétrica e respiracdo das sementes, podem antecipar eventos
degenerativos em estruturas celulares, na qual sinalizam o processo de deterioracéo
bem antes de a semente perder a capacidade de geminar (MARCOS FILHO,
2015b). No entanto, o tempo de execucao, bem como a padronizacdo destes testes
tem dificultado seu uso em larga escala. Prado et al. (2019) citam que a auséncia de
valores de referéncia ou faixa de valores que indiguem o nivel do vigor das
sementes sao fatores dos quais 0 uso desses testes nao seja ampliado.

Com relagéo ao teste do etanol, constatou-se que o mesmo, ao ser utilizado
os tempos de embebicdo de 30 e 60 minutos, proporcionou o0 ranqueamento dos
lotes em trés niveis de vigor (Figura 5), apresentando-se com um nivel de critério
superior aos testes de vigor tradicionais. Porém, apesar de possibilitarem o
ranqueamento entre lotes de alto, médio e baixo vigor, apenas o tempo de 30 min
proporcionou resultados semelhantes aos de condutividade elétrica e respiragdo das
sementes (Tabela 1).

Nos periodos iniciais do teste do etanol (30 e 60 minutos) foi possivel
observar que as sementes que apresentaram maior vigor superior tenderam a liberar
uma quantidade de etanol menor do que aquelas sementes que apresentaram vigor
inferior (Figura 5). A medida em que se aumentou o0 tempo de embebicdo, a

producédo de etanol pelas sementes de baixo vigor foi diminuida e aquelas sementes
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de alto vigor passaram a acelerar o processo de fermentacdo, invertendo o

entendimento do teste (Figura 5).

1000 1000
CV (%) = 11,5 CV (%) = 17,0
800 - c 800 |
g
S 600 600
5 b
° b b b
% 400 1 s b b 400 4
i a
a
200 1 200 -
0 - o -
C D
1000 1000
CV (%) = 12,7 CV (%) = 17,24
800 800 1
= b
S 600 b b 600 1 b, 2
£ a 4 a b b
R 2 a & 400 0
g a a 2
iT]
200 - 200 1
0 E

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Lotes de sementes de soja Lotes de sementes de soja

Figura 5 — Testes do etanol com diferentes tempos de embebicéo (A — 30 min; B —
60 min; C — 90 min; D — 120 min) das sementes de diferentes lotes de soja fazendo

uso de equipamento sujeito a obtencao de patente.

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade. CV: coeficiente de variacéo.

Este fato foi relatado por Onwimol et al. (2019) ao investigar o potencial de um
teste rapido de etanol para a avaliacdo da qualidade de sementes de milho
armazenadas sob diferentes condi¢des, concluiram que o aumento na producédo de
etanol das sementes de milho armazenadas sob condi¢des controladas (temperatura
de 15 °C e UR de 20%) foi menor do que nas condigbes ambiente e que os niveis de
producdo de etanol das amostras de sementes de milho no inicio do
armazenamento foram significativamente menores apds seis meses armazenadas.

Ao utilizar os lotes 8 e 9 como exemplo, caracterizado como lote de menor

vigor entre demais lotes (Tabela 1), tais circunstancias de qualidade inicial das
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sementes podem ter favorecido o processo de inativacéo da via glicolitica e ativacéo
da via fermentativa, uma vez que a reducdo na germinacdo de sementes €
associada a um envelhecimento natural com consequente perda de solutos
organicos e aumento da atividade respiratoria das mesmas (MONCALEANO-
ESCANDON et al., 2013).

Este fato corrobora como as pesquisas realizadas por Cavalcante et al. (2017)
e Cavalcante et al. (2019) ao trabalharem com sementes de azevém e feijao miudo,
respectivamente. Estes autores afirmam que o teste do etanol pode proporcionar a
diferenciacdo do vigor dos lotes de sementes de duas maneiras, com tempo de
embebicdo menor, na qual as sementes de maior vigor tendem a produzir uma
menor quantidade de etanol e, se quando o tempo de embebicédo é elevado, estas
mesmas sementes tendem a produzir uma quantidade maior de etanol, sendo que o
contrario ocorre para sementes com menor vigor.

Supostamente, as sementes de maior vigor, além de apresentarem maior
guantidade de reservas em seus tecidos, possuem maior integridade das
membranas. Buckley; Huang (2012) avigoram que a producdo de etanol pela
semente é iniciada, ou reforcada, pela perda da integridade da membrana
mitocondrial na auséncia de Oz. Rocha et al. (2010) relatam que etanol tende a se
difundir rapidamente para fora das células, o que leva a uma perda consideravel de
carbono durante a hipdxia.

As concentragfes de etanol normalmente encontradas em células de vegetais
sao insuficientes para causar toxicidade. Por outro lado, o etanol ndo é facilmente
metabolizado e sendo solivel na bicamada lipidica das membranas celulares
(DREW, 1997), pode quase que totalmente ser difundido para fora do meio
circundante, resultando em perda de carbono (ROCHA et al., 2010).

Este processo de acumulo de etanol envolve a oxidacdo de NADH e produz
uma pequena quantidade de ATP, que é essencial para a sobrevivéncia em algumas
espécies durante a auséncia de oxigénio e quando as mitocondrias ndo funcionam
devido ao dano (KODDE et al., 2012). As sementes sao impermeaveis ao oxigénio
durante as primeiras horas de germinacdo, gerando aumento do coeficiente
respiratério, bem como aumento da atividade do ADH, que ativa a fermentacao
alcodlica (TAIZ et al., 2017).
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Com relacdo aos tempos de embebicdo de 90 e 120 minutos, observou-se
gue as sementes submetidas a estes tempos de embebicdo, apresentaram a
estratificacdo dos lotes em apenas dois niveis de vigor, diferente dos demais tempos
(Figura 5). Denota-se que as sementes de menor vigor, submetidas aos tempos de
90 e 120 minutos, apresentam uma menor producéo de etanol, enquanto aquelas de
maior vigor tiveram uma producéo de etanol superior as demais (Figura 5).

Diante da proximidade dos resultados encontrados entre o teste do etanol e
de condutividade elétrica, foi realizada uma correlagdo de Pearson a 5% de
probabilidade de erro (Figura 6), na qual observou-se uma correlacéo positiva entre
as variaveis etanol com embebicdo de 30 min e as variaveis de condutividade
elétrica, demonstrando que a integridade das membranas tem uma alta relagdo com

a producéo de etanol pelas sementes (Figura 6).
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Figura 6 — Dispersado grafica da correlacdo entre o teste do etanol e o teste de
condutividade elétrica em sementes de soja submetidas a diferentes tempos de
embebicédo (30, 60, 90 e 120 minutos).

Assim, sementes cujo vigor estd comprometido, convergem a iniciar de forma
mais rapida o processo de fermentacéo, ja que sementes menos vigorosas tendem a
apresentar membranas com menor integridade, facilitando a rapida liberagdo do
etanol comparativamente a sementes mais vigorosas e, consequentemente, sua
quantificacdo pode fornecer informagdes importantes sobre problemas fisiologicos

relacionados a deterioracédo de sementes (BUCKLEY et al., 2016).
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De acordo com afirmacdes de Buckley et al. (2009) e Buckley e Huang
(2011), a producéo de etanol provavelmente € iniciada ou aprimorada pela perda da
integridade da membrana mitocondrial, sendo que ensaios de quantificacdo de
etanol apresentam potencial como um teste para analisar o nivel de deterioracdo de
sementes. Embora o etanol possa ser quantificado com equipamentos analiticos
orientados para a pesquisa, 0 ensaio deve ser simples para fins praticos a nivel de
campo.

Para correlacionar os testes de avaliacdo da qualidade inicial (germinacao,
emergéncia de plantulas, envelhecimento acelerado, tetrazolio, condutividade
elétrica e respiracdo) com o teste de etanol nos periodos de embebicéo (30, 60, 90 e
120 min) foi utilizada uma Andlise de Componentes Principais (PCA) (Figura 7).

Os dois primeiros Componentes Principais (PC) permitiram a explicacdo de
68,1% da variancia contida no elemento original (Figura 7), com contribuicdo do PC
1 e PC 2 de 50,0 e 17,0% da variancia remanescente, respectivamente. No PC 1, as
variaveis condutividade elétrica e respiracdo apresentaram a maior associacao entre
o teste do etanol, independentemente do tempo de embebicdo, com maior
contribuicdo dos lotes 3 e 9 (Figura 7).

Com a associacédo entre os testes bioquimicos neste trabalho (Figura 7), para
a obtencdo de dados consistentes, relacionados ao vigor das sementes, e como
forma de comprovar a eficiéncia do teste do etanol, frente aos demais, foram
realizadas as analises de condutividade elétrica e atividade respiratéria das
mesmas, uma vez que a respiracdo € um dos fatores cruciais necessarios para uma
germinacao bem-sucedida (YAMAUCHI et al., 2014). Além disso, tais andlises estédo
relacionadas a caracteristicas importantes no que tange 0S processos iniciais
relacionados a reducédo de vigor das sementes, como a integridade das membranas
celulares e a ativagdo da via etandlica durante o processo de respiracdo celular
(CAVALCANTE et al. 2017).

Ja se tratando do PC 2, observou-se que as variaveis germinacao,
emergéncia de plantulas, envelhecimento acelerado e tetrazolio, ndo apresentaram
associacdo com o teste do etanol, mesmo comparando com todos os tempos de
embebicdo (Figura 7). Esta baixa associacdo pode se atribuida ao fato do
ranqueamento dos lotes, visto que os testes bioquimicos apresentaram uma

capacidade maior de estratifica-los em diferentes niveis de vigor.
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Dentre os lotes de sementes de soja que apresentaram maior contribuicdo na
correlacdo de PCA, destacam-se os lotes 2, 3, 4, 6 e 8 (Figura 7). Logo, estes lotes
se enquadram entre os lotes qualidade fisiolégica superior (lotes 4 e 6), lotes com
qualidade fisiolégica intermediaria (Lotes 2 e 3) e lote com qualidade fisiolégica
inferior (lote 8). Destaca-se ainda que todos estes lotes apresentaram contribuicdo

em todos os quadrantes, bem como no PC1 e PC2 (Figura 7).
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Figura 7 — Analise dos Componentes Principais (PCA) via bipolt para demonstrar a
projecdo das variaveis dos dois componentes principais, qualidade inicial
(germinacdo — GER; emergéncia de plantulas - EME, envelhecimento acelerado -
EA, teste de tetrazolio - TZ, condutividade elétrica - CE e respiracédo - RES) e teste
do etanol (ETA) com diferentes tempos de embebigéo (30 - ETA30, 60 - ETAG0, 90 -
ETA90 e 120 minutos - ETA120).

Com relagdo ao metabolismo das enzimas fermentativas (Figura 8), salienta-
se que foram selecionados apenas cinco lotes entre os 10 lotes de sementes de soja

utilizados no teste do etanol, utilizando-se como critério aqueles lotes que nao
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diferiram entre si no teste do etanol, independentemente do tempo de embebicao,
com excecdo de um lote 8, que diferiu dos demais em todos os tempos de
embebic&o avaliados, no intuito de ter amplitude nos resultados.

Inicialmente, constatou-se que houve atividade das enzimas fermentativas
LDH, PDC e ADH, ratificando que houve a producéo de etanol durante a imersao
das sementes de soja em agua e ambiente de 41 °C, independentemente do tempo

de embebicgéo (Figura 8).
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Figura 8 — Atividade da lactato desidrogenase (LDH - A), piruvato descarboxilase
(PDC - B) e alcool desidrogenase (ADH - C) de sementes de soja oriundas de
diferentes lotes, previamente submetidas a diferentes tempos de embebic¢do no teste
do etanol (30, 60, 90 e 120 minutos).

*Barras de mesma coloracdo entre os lotes e seguidas pela mesma letra mindscula, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott 5% de probabilidade. CV: coeficiente de variacao.

Em se tratando da enzima LDH em sementes de soja, embebidas por 30
minutos em agua, observou-se que a atividade foi mais intensa nos lotes 1 e 6. Aos

60 minutos, a atividade da enzima LDH apresentou maior intensidade nos lotes 8 e
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10. Ja para os tempos de embebicdo de 90 e 60 minutos, a maior atividade da LDH
foi constatada no lote 9 (Figura 8A).

Nas condi¢Bes de hipdxia em que as sementes de soja foram submetidas, a
sintese de muitas proteinas da célula € suprimida enquanto a sintese de um grupo
especifico de proteinas aumenta (ZABALZA et al., 2009; CHRISTIANSON et al.,
2010). Incluidas neste grupo de duas vias importantes, sendo que a primeira € ndo
menos importante, utiliza o piruvato como substrato para produzir lactato pela acao
da lactato desidrogenase (LDH).

No entanto, a producéo de lactato logo que o tecido vegetal entra em hipoxia,
ocorre a acidificacdo do citosol. A queda do pH citosolico sinaliza para a producéo
de etanol, uma vez que a enzima PDC é ativada quando o pH diminui e a ADH é
ativada sob condic¢des de hipdxia (REN et al., 2017).

Esta modificacdo no metabolismo, decorrente da producdo de lactato, é
comprovada pela atividade da enzima PDC (Figura 8B), na qual as sementes do lote
8, caracterizado como o de menor qualidade inicial (Tabela 1), apresentaram a maior
atividade da PDC nos tempos de embebigcéo de 30, 90 e 120 minutos (Figura 8B).
Com relacdo aos demais lotes, observou-se que no tempo de 30 minutos, as
sementes dos lotes 1, 4, 6 e 10, apresentaram atividade da PDC em niveis bem
inferiores quando comprado as sementes do lote 8. Os demais tempos de
embebic&o apresentaram pouca variagéo na atividade da enzima PDC entre os lotes
de sementes de soja (Figura 8B).

Acredita-se que por ter baixo conteddo de carboidrato e apresentar
membranas celulares com maior nivel de desorganizacao, os tecidos das sementes
que constituiam o lote 8 (Figura 8B), aceleraram o processo de oxidacdo e
descarboxilacdo do piruvato em acetaldeido, na tentativa de modificar rapidamente
sua rota metabdlica, e inibir o efeito do lactato no citosol. E sabido que o lactato
induz a atividade da enzima PDC, com a finalidade de alterar a conversdo do
piruvato em acetaldeido, produto com menor potencial de dano nas células (BUI et
al., 2019).

Para a atividade da enzima ADH em sementes de soja, constatou-se para o
tempo de embebicdo de 30 minutos, que os lotes 1 e 6 ndo diferiram entre si e que
as sementes do lote 8 apresentaram a menor atividade neste tempo (Figura 8C).
Logo, para os tempos de 60, 90 e 120 minutos, as sementes do lote 8 apresentaram
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a menor atividade da ADH, com excecao do lote 10 aos 90 minutos de embebicao,
gue néo diferiu do lote 9 (Figura 8C).

Em termos de eficiéncia, a rota de formacao do etanol é mais importante que
a rota de formacao de lactato, pois essa via promove uma maior geracdo de NAD+ e
o consumo de protons (KATO-NOGUCHI, 2000). Desta forma, sementes em estado
de hipoxia que passam a produzir etanol de forma ordenada, tendem apresentar
maior estruturacdo de suas organelas, membranas bem estruturadas e maior
conteldo de reservas, porque a queda do pH citosdlico sinaliza a producédo de
etanol, uma vez que a enzima PDC é ativada quando o pH diminui e a ADH é
ativada sob condicfes de hipéxia (KURSTEINER et al., 2003).

Em se tratando da correlacdo entre o teste do etanol e as enzimas
fermentativas, constatou-se correlagdo significativa entre o teste do etanol nos
tempos de embebicdo de 60, 90 e 120 minutos e a enzima LDH, a medida em que a
atividade dessa enzima permanece ativa, menor a producdo de etanol. Este fato se
da devido a LDH ser a primeira proteina a se manifestar durante a hipoxia, porém,
seu produto, o lactato, por ser um &cido fraco, dissocia-se rapidamente causando
acidificacao do citoplasma. A acidificacdo do citoplasma das células, proveniente da
dissociacao do lactato, inibe a atividade da LDH e induz a ativacdo da enzima PDC
(CHRISTIANSON et al., 2010).

Tabela 2 — Correlagédo de Pearson entres o teste do etanol e as enzimas lactato
desidrogenase (LDH), piruvato descarboxilase (PDC) e alcool desidrogenase (ADH)

de sementes submetidas a diferentes tempos de embebicdo (30, 60, 90 e 120

minutos).
ETA30 ETAG60 ETA90 ETA120 LDH PDC ADH
ETA 30 1 0,973* 0,308"  0,940** -0,374" 0,845** 0,657*
ETA 60 1 0,415"  0,991*  -0,482* 0,765* 0,544*
ETA 90 1 0,494"  -0,606* 0,421" 0,345*
ETA 120 1 -0,554* 0,309"s 0,436*
LDH 1 0,634* 0,897**
PDC 1 0,932**
ADH 1

* Significativo a 1%; ** significativo a 5%; " ndo significativo.

As correlagbes correspondentes ao teste do etanol com sementes embebidas
em agua por 30 e 60 minutos e as variaveis comparativas PDC e ADH, foram

significativas a 5 % de probabilidade, com efeito positivo ao teste do etanol (Tabela



55

2). Ja para os tempos de embebicdo de 90 e 120 minutos, ndo houve correlacéo
significativa para a enzima PDC. Porém, para a enzima ADH, estes tempos de
embebicdo apresentaram alta correlacdo positiva, na qual, a medida em que a
atividade a enzima ADH se intensificou, maior foi a produgéo etanol (Tabela 2).

Esse processo de acumulo de etanol envolve a oxidacdo do NADH e resulta
em pequena, mas essencial, producdo de ATP para a sobrevivéncia de algumas
espécies durante a auséncia de oxigénio. Durante as primeiras horas da
germinacdo, as sementes sdo impermedveis ao oxigénio, logo, as mesmas
rapidamente geram um aumento no coeficiente respiratorio e aumenta a atividade da
ADH e ativa a fermentacdo alcodlica (TAIZ et al., 2017), sendo um processo
sequencial a atividade da PDC.

Embora a inducao da atividade da ADH, PDC e LDH possa contribuir para a
sobrevivéncia e superacdo da escassez de energia através da fermentacdo de
carboidratos para manter a producdo de ATP na auséncia de oxigénio (WANG et al.,
2009), o beneficio sob tais condi¢des vai depender do tipo de tecido, estagio de
desenvolvimento, espécie, gendtipo, da gravidade e da duracdo do estresse
(FUKAO; BAILEY-SERRES, 2004; WANG et al., 2009). De modo geral, espécies ou
genotipos que apresentam maior concentracdo de carboidratos nas células e um
mecanismo metabolico eficiente associado a sua mobilizacdo via metabolismo
fermentativo, apresentam maior tolerancia para enfrentar a privacdo de oxigénio,
podendo prolongar sua vida até que uma situacdo normal seja reestabelecida
(SAIRAM et al., 2009).

Enfatiza-se que o teste do etanol € um método promissor para analisar a
qualidade fisiologica de sementes, permitindo a obtencdo de informacdes
relacionadas ao metabolismo do etanol, sendo este, um indicador precoce do
processo de deterioracdo de sementes (BUCKLEY; BUCKLEY, 2009). No entanto, o
teste é realizado com equipamentos adaptados, que podem comprometer a acuracia
do teste, devido a equivocos metodoldgicos que o proprio equipamento pode impor.

De acordo com Silva et al. (2021), é possivel quantificar a liberacdo de etanol
em soja utilizando um bafémetro adaptado. No entanto, ao avaliarem o vigor de
sementes de soja com um bafémetro, os autores concluiram que o0 equipamento

adaptado néo é eficiente na ranqueamento de lotes em diferentes niveis de vigor, 0
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qgue requer ajustes ou mesmo o desenvolvimento de equipamentos para realizar o

teste de forma mais segura e confiavel.

4 Conclusodes

A aplicacdo do teste do etanol em sementes de soja utilizando o novo
equipamento € eficiente no ranqueamento dos lotes em diferentes niveis de vigor, ao
utilizar o tempo de embebicdo de 30 minutos.

Os tempos de embebicdo apresentam associagcao moderada entre o teste de
condutividade elétrica e a respiracdo das sementes no teste de PCA, evidenciam
que ha influéncia da integridade da membrana plasmatica na liberacdo de etanol
pelas sementes de soja.

A atividade das enzimas LDH, PDC e ADH comprovam que ha a producéo de

etanol durante o processo de embebicdo das sementes de soja.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O funcionamento correto do sensor MQ-3, bem como sua estabilizacdo de
afericdo em um curto espaco de tempo, comprova que oS componentes eletronicos
utilizados na composicao do sistema sdo adequados. Neste caso, o sensor MQ-3 &
eficiente em detectar a presenca de etanol no ambiente sem receber interferéncia de
ruidos externos.

Apesar do sensor MQ-3 apresentar eficiéncia na deteccédo de etanol liberado
por sementes de soja em processo de anaerobiose, atualmente existem sensores
mais sofisticados e tecnoldgicos, com capacidade elétrica mais robusta, que podem
agregar confiabilidade ao teste do etanol. Contudo, a andlise realizada para
determinar o metabolismo das enzimas fermentativas, comprova que houve a
producdo de etanol das sementes naquelas condicfes e que o sensor foi capaz de
guantifica-lo.

O teste do etanol em si, pode ser utilizado em sementes de soja como
ferramenta para ranquear lotes e para prever eventos iniciais no processo de
deterioracdo, ja que o etanol é produto de uma alteracdo metabdlica quando estas
sdo submetidas estresse de hipoxia, sendo esse estado de estresse facilmente
alcancado, podendo acelerar a leitura do teste.

O teste do etanol também tem potencial para ser empregado em diversas
espécies de interesse comercial, visto que a metodologia empregada neste trabalho
permite ter uma base metodologica, possibilitando novos estudos, que venham a
determinar o tempo minimo em que a espécie objeto de estudo passe a utilizar o
metabolismo fermentativo durante o estresse anaeroébico.

Devido a praticidade, o teste do etanol possui caracteristicas de interesse
comercial, ja que, em sementes de soja, apresenta-se como um teste rapido, pratico
e gue nado exige mao de obra qualificada para seu manuseio, além de ter potencial
para prever eventos degenerativos no armazenamento de sementes.

Assim, estudos ainda mais especificos devem ser priorizados, para que seja
possivel criar uma relacdo entre a quantidade de etanol liberado pelas sementes
com o desempenho do teste emergéncia de plantulas, principalmente, tornando o

teste ainda mais palpavel ao setor de producédo de sementes de soja.
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