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RESUMO

O Brasil é o segundo maior produtor e exportador de soja (Glycine max L. Merrill) no
mundo. A producdo é altamente dependente de fatores climaticos, incluindo a
temperatura e quantidade de chuva. A soja cultivada no sul do pais em 2005 sofreu
déficit hidrico causado por temperaturas altas acompanhado por umidade baixa durante
0 estadio reprodutivo. Pouco se sabe sobre a influéncia do déficit hidrico na degradacao
da clorofila e na qualidade dos grédos em geral. Nesse trabalho foram analisadas, numa
primeira etapa, as caracteristicas quimicas e bioquimicas de cinco amostras de soja,
provenientes de trés cultivares que cresceram sob déficit hidrico e que ndo atendiam aos
padrdes para comercializacdo por conter altas quantidades de sementes verdes. Os gréos
foram analisados quanto a diversos parametros fisico-quimicos e bioquimicos incluindo
a analise dos pigmentos verdes imediatamente ap6s a colheita e ap6s 20 meses de
armazenamento. A acidez foi medida adicionalmente ap6s 30 meses de armazenamento.
A atividade de &gua e umidade foram 0,6-0,7 e 8,7 %-11,9 %, respectivamente, e ndo
mudaram durante a estocagem, mas houve umaumento emacidez o que indica atividade
de lipases. A atividade da lipoxigenase 1 foi significativamente prejudicada.
Imediatamente apds a colheita os pigmentos verdes correspondiam a feofitina a,
feofitina b e pequenas quantidades de clorofila a e b, e tracos de outros derivados da
clorofila, em ordem decrescente. Apos 20 meses de estocagem quase todos 0s pigmentos
haviam desaparecido. O déficit hidrico provavelmente aumentou a permeabilidade das
membranas, 0 que levou a um aumento do pH e promoveu a transformacdo das

clorofilas para feofitinas.
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Na segunda etapa do trabalho foi estudado o estagio avancado da degradagdo natural da
clorofila na qual desaparece a coloracdo esverdeada dos grdos. Esta etapa corresponde a
formacdo de catabolitos incolores (NCC), mas existem controvérsias se essas
substancias sdo os produtos finais da degradacdo. Assim, foram investigadas a formagao
e degradacdo dos NCC durante a maturacao da soja e o efeito do tratamento térmico pos-
colheita. A soja foi colhida em seis estadios de maturacdo e a formacdo dos NCC foi
analisada por HPLC apds secagemdos grdos a 40 e 60°C. Todas as amostras contiveram
fragcbes com um maximo de absorbancia a 320 nm, considerado tipico para os NCC. Os
teores aumentaram até o 114° dia ap6s a semeadura e decresceram significativamente
em estadios mais avancados de maturagdo. Nas amostras secas a 40 e 60°C os teores de
NCC foram menores, devido a niveis iniciais de clorofila inferiores. Esses resultados
indicam que os NCC emsoja provavelmente ndo sejam os produtos finais da degradacéo
da clorofila. A sua reducdo em estddios mais avancados de maturacdo indica a sua

metabolizacdo para outras substancias.

Palavras-chave: Soja (Glycine max L. Merrill). Qualidade dos grdos. Condicdes

climéticas. Secagem pds-colheita. Derivados incolores da clorofila.
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ABSTRACT

Influence of drought stress on chemical and biochemical characteristics of soybean
and on chlorophyll degradation, with focus on the formation of non-coloured

chlorophyll catabolites

Brazil is the second largest soybean (Glycine max L. Merrill) producer and exporter in
the world. The production depends on climatic factors, like temperature and rain
volume. Soybeans cultivated in the south of the country in 2005 suffered drought stress
imposed by adverse high ambient temperature, accompanied by low humidity during the
reproductive stage. Little information is available regarding drought stress on quality of
grains. In this study, firstly, chemical and biochemical characteristics of five soybean
samples belonging to three cultivars grown under drought stress and did not meet
standards for marketing due to high amounts of green seeds, were evaluated. Grains
were analyzed for several physicochemical ad biochemical parameters, including
analysis of pigment contents, immediately after harvest and after 20 months of storage at
room temperature. Acidity was measured additionally after 30 month of storage. Water
activity and humidity were 0.6 - 0.7 and 8.7 % - 11.9 %, respectively, and did not
change during storage time, but there was an increase in acidity, which alludes to lipase
activity. The activity of lipoxygenase 1 was significantly prejudiced. Immediately after
harvest, green pigments corresponded mainly to pheophytin a, followed by
pheophytin b, small quantities of chlorophyll b and chlorophyll a and traces of other

chlorophyll derivatives. After 20 months of storage almost all green pigments had
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disappeared. Drought stress probably enhanced membrane permeability, which led to a
lower pH and promoted transformation of chlorophylls to pheophytins.

In the second part of the study, the advanced stage of natural chlorophyll degradation
was investigated, in which the green colour of the seeds disappears. This stage
corresponds to the formation of non-coloured chlorophyll catabolites (NCC), but there
are controversies if those are the final products. Thus, the formation and degradation of
NCC during soybean (Glycine max L. Merrill) maturation and two post-harvest drying
temperatures was investigated. Soybean was harvested at six maturation stages and the
formation of NCC was analyzed by HPLC after drying at 40°C and 60°C. All samples
contained fractions with an absorption maximum at 320 nm, which are considered
typical for NCC. The amounts of NCC increased until 114 days after plantation, and
were significantly lower in advanced maturation stages. In samples dried at 40°C and
60°C, NCC amounts were lower, due to inferior initial chlorophyll levels. These results
indicate that the NCC in soybeans might not be the final products of chlorophyll
degradation. Their reduction in advanced maturation stages may be due to further

metabolization.

Keywords: Soybean (Glycine max L. Merrill). Seed quality. Climate conditions. Post-

harvest drying. Non-coloured chlorophyll catabolites.



Introducdo 1

1 - INTRODUCAO

A soja é um dos produtos agricolas mais importantes no mundo, e atrds dos
Estados Unidos da América, o Brasil é o segundo maior produtor. Na historia da
agricultura no pais o maior declinio da producéo de soja comercial aconteceu no sul do
Brasil em 2004/2005, em decorréncia de condicdes climaticas anormais. Naquele ano as
temperaturas altas e a reducdo de precipitacdo prejudicaram o desenvolvimento e
resultou em qualidade inferior das sementes, 0 que conseqiientemente reduziu o seu
valor comercial. Além da redugdo de safra, uma parte significante dos grdos manteve a
cor verde até apos a colheita e secagem (BRASIL, CONAB, 2008). A legislacédo
brasileira permite 8 % de gréos esverdeados, mas a safra de 2004/2005 do sul do pais,
regido Palmital, ndo atendia a legislacdo com grande prejuizo para os produtores
(BRASIL, MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2007). A legislacdo dos Estados
Unidos da América é ainda mais exigente, permitindo apenas 1 % de grdos verdes na
soja, de modo que aquela soja também ndo podia ser exportada (MANGOS & BERGER,
1997).

A cor verde, entre outros motivos, pode ser resultado da presenca de clorofilas e
seus derivados esverdeados. A maioria desses pigmentos € lipossollvel e por isso 0s
pigmentos verdes sdo extraidos juntamente com o Oleo, resultando em coloragéo escura
do Oleo. Na presenca de clorofilas, a vida de prateleira do 6leo e a eficiéncia dos
catalisadores usados na hidrogenacdo sdo reduzidas, levando a necessidade de remover
0s pigmentos no processo de refino do 6leo, elevando assim significativamente os custos

de produgdo (TAUTORUS & LOW, 1993).
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Em circunstancias normais de maturacdo no campo, a clorofila é naturalmente
degradada para derivados incolores (HEATON & MARANGONI, 1996). No entanto,
fatores ambientais durante a maturacdo podem influenciar a degradagdo. Temperaturas
altas, a falta de precipitacdo e também colheita antecipada seguida de secagem a
temperaturas acima de 40°C retardam ou até impedem a degradacdo da clorofila
(GOMES et al, 2003).

Enquanto o mecanismo de degradacdo da clorofila, bem como a influéncia das
condicGes de maturacdo e secagem da soja na retencdo de pigmentos verdes ja sdo bem
estudados, até agora ndo ha estudos publicados sobre as caracteristicas fisico-quimicas
de soja que sofreu déficit hidrico. Na primeira parte deste trabalho foram avaliados os
efeitos do déficit hidrico sobre varios parametros relacionados com a qualidade dos
graos, antes e apds 0 armazenamento.

Foi observado que soja submetida a secagem pds-colheita para reduzir a umidade
pode resultar em bloqueio parcial da degradacdo natural. Nesse caso, a degradagcdo da
clorofila parece ocorrer via reacBes quimicas, frente a inativacdo parcial ou total das
enzimas. A feofitinizacdo parece ser 0 processo predominante, resultando da
desorganizacdo das membranas celulares em pH &cido, e levando a transformacao de
clorofilas em feofitinas.

Na segunda parte do trabalho procurou-se aprofundar o conhecimento acerca dos
catabdlitos incolores (NCC) que sdo considerados os produtos finais da degradacdo da
clorofila. Alguns autores afirmam que estes NCC sdo armazenados nos vaclolos da
célula (OBERHUBER et al., 2003; KRAUTLER, 2002). No entanto, esse actimulo

ainda é discutido, desde que foram encontrados compostos com estruturas tetra- e
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monopirrélicas, que indicam a degradacdo dos NCC. Foi sugerido que os NCC podem
servir como precursores de substancias cruciais para a germinacdo da semente
(KRAUTLER, 2003). Neste trabalho foi estudada a formacéo e degradacéo dos NCC em

soja durante o processo de maturacdo e secagem.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Soja

2.1.1 Producéo e utilizacdo

O cultivo da soja é de grande importancia para a alimentagdo mundial, tanto no
mercado oriental, que sempre possuiu essa leguminosa como habito alimentar, como
também na civilizacdo ocidental, com nimeros de producdo sempre crescendo. Além da
proteina, a soja € a matéria prima mais importante do mundo para a producdo de 6leo
comestivel. Os principais paises produtores sdo os Estados Unidos da América e o
Brasil, cujas producdes na safra de 2007/2008 foram de 72,9 e 60,0 milhdes de
toneladas, respectivamente. Em comparagdo, a producdo no Brasil em 1999 foi de
apenas 32,0 milhdes de toneladas (BRASIL, SECEX, 2001). Os maiores produtores de
soja no Brasil sdo os estados do Mato Grosso e Parana com producbes de 17,8 e
11,9 milhdes de toneladas em 2007/2008 (EMBRAPA, 2009). Em 2008, 39,1 milhdes de
toneladas de soja, que correspondem a 65,2 % da producdo total, foram exportados,
valendo uma soma de 18 milhdes de US$. Esse valor é distribuido por soja em graos,
farelo de soja e Oleo de soja, que participam com 24,5, 12,3 e 2,3 milhdes de toneladas
da exportacéo total, respectivamente (ABIOVE, 2009). A producdo e exportacdo de soja
no Brasil vém crescendo constantemente ha muitos anos. Por exemplo, o volume de
exportacdo de soja e derivados pelo Brasil em 1998 foi de apenas 21,1 milhdes de

toneladas, incluindo gréo, farelo e 6leo.
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A producéo e utilizacdo da soja como alimento surgiu na China no século Xl a.C.
Ha milhares de anos os chineses e as populacdes orientais ttm o habito cultural de
consumir a soja de diversas formas tradicionais, tais como tofu, molho de soja, misso,
soja frita ou soja verde. Por outro lado, nos EUA, a maior porcentagem da soja
produzida vai para a industria de éleo e residuo desengordurado. Enquanto o Oleo de
soja € destinado prioritariamente para consumo humano, a soja desengordurada é
utilizada em grande parte para ragcdo animal. Contudo, uma porcentagem crescente do
material desengordurado é processada em produtos protéicos de soja, através de
modernos processos tecnoldgicos. Esses produtos de soja processada ndo sdo
consumidos diretamente, mas sdo incorporados como ingredientes em diversos
alimentos consumidos no ocidente (LIU, 2000).

A partir da entrada do século 20, a soja tornou-se altamente popular e tem sido
alvo de muitas pesquisas, tanto devido as qualidades nutricionais e funcionais, como
pela sua versatilidade na producdo de diversos alimentos e ingredientes. Alimentos a
base de soja sdo uma categoria crescente na industria de alimentos, com uma diversidade
de produtos que vdo desde os tradicionais, até os ingredientes protéicos de soja e
produtos alternativos de leite e carne, ou produtos enriquecidos com proteina de soja
(GOLBITZ, 2000). Eles podem ser divididos em seis grandes grupos: alimentos
contendo Oleo de soja, alimentos tradicionais da populagéo oriental (tofu, kinako, natto,
shoyu), produtos protéicos (concentrados e isolados), alimentos da nova geracédo
(sorvetes, iogurtes, queijos, hamburgueres, substitutos de gordura, molhos e balas feitos
a base de soja), alimentos enriquecidos com soja (paes, massas alimenticios, cereais,

snacks) e ingredientes funcionais ou suplementos de dietas (lecitina, oligossacarideos,
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isoflavonas, tocoferdis, fitosterdis, fitatos, inibidores de tripsina). O interesse na soja
alcancou um progresso significativo desde que o Departamento de Controle de
Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos da América (FDA — Food and Drug
Administration) aprovou em 1999 uma alegacdo de salde para a proteina da soja, de
modo que a ingestdo de 25 gramas desta proteina por dia ajuda a reduzir o risco de
doencas cardiacas (FDA, 1999; PSZCZOLA, 1999).

No Brasil, a Resolucdo n° 19, de 30 de abril de 1999 regulamenta os
procedimentos para o registro de alimentos com alegacdo de propriedades funcionais ou
de saude em sua rotulagem (BRASIL, 2008). Em 11 de janeiro de 2005, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou uma atualizagdo e aprovou a
seguinte alegacdo para a proteina de soja: “O consumo diario de no minimo 25 g de
proteina de soja pode ajudar a reduzir o colesterol. Seu consumo deve estar associado a
uma dieta equilibrada e habitos de vida saudaveis” (ANVISA, 2009).

A soja € um bom alimento tanto pelo lado econdbmico como pelo lado agricola.
Ela tem caracteristicas agrondmicas favoraveis, incluindo boa capacidade de adaptacdo a
uma ampla variedade de solos e climas e a habilidade em fixar nitrogénio da atmosfera,
em simbiose com bactérias, 0 que torna a soja uma cultura de rotagdo com outras
culturas que necessitam de altas concentragcdes de nitrogénio, como o milho e o arroz.
Além disso, a soja possui uma composicdo quimica que a destaca de outras oleaginosas.
Em média, a soja conttm 40,5 % de proteina e 22,1 % de lipideos (TABELA
BRASILEIRA DE COMPOSICAO DE ALIMENTOS da USP), o que a torna a cultura
entre as leguminosas com o maior teor protéico e o segundo maior teor de gordura,

superado somente pelo amendoim que possui 48 % de lipideos. Essa caracteristica faz da
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soja um alimento altamente nutritivo. As proteinas e os lipideos da soja, além de serem
uma fonte de energia, também tém valor qualitativo. O 6leo de soja contém uma alta
propor¢do de &cidos graxos insaturados, das séries Q-3 e Q-6, tais como acido linoléico
e linolénico. A proteina da soja contém todos os aminoécidos essenciais, e muitos deles
estdo presentes em quantidades similares as requeridas por humanos e animais, exceto 0s
sulfurados. Além disso, ela possui indice de digestibilidade protéica semelhante ao das
proteinas do ovo e da caseina (JOINT FAO/WHO, 1990). A soja também contém
diversas outras substancias, em menor quantidade, conhecidas como fitoquimicos, que
tém sido correlacionadas nos dltimos anos com beneficios Unicos a saude (L1U, 2000;
MESSINA, 1999). Portanto, a soja apresenta versatilidade na sua utilizagéo, incluindo

alimentagcdo humana, animal e uso como alimento funcional.

2.1.2 Caracteristicas da planta e da semente

Do ponto de vista botanico, a soja pertence a familia Leguminosae e ao género
Glycine, que compreende varias espécies, sendo a comercial a Glycine max (L.) Merril
(CARUSO, 1997).

A soja apresenta diversas exigéncias bioclimaticas: térmicas, hidricas e
fotoperiddicas. A cultura adapta-se bem entre 20 e 30°C, mas seu maior
desenvolvimento ocorre quando a temperatura do ar estd em torno de 30°C. A sua
floracdo € induzida a partir dos 13°C, poréem, o principal fator de indugdo do

florescimento é a reducdo no fotoperiodo. As cultivares desenvolvidas para as regides
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norte, nordeste e centro-oeste do Brasil sdo mais sensiveis a temperatura do que as
cultivares desenvolvidas para o sul e sudeste, que sdo mais sensiveis ao fotoperiodo. O
ciclo da soja dura de 110 a 160 dias, de acordo com as condigOes locais e a variedade
(CARUSO, 1997; CENKOWSKI & JAYAS, 1993; CENKOWSKI et al., 1989%). No
Brasil, as cultivares mais utilizadas tém um ciclo de 122 a 137 dias (EMBRAPA, 2009).
Com relacdo as exigéncias hidricas, indices pluviométricos durante o ciclo da
cultura entre 700 e 1000 mm, regularmente distribuidos durante as fases vegetativa e
reprodutiva, sdo suficientes para um desenvolvimento satisfatorio e bom rendimento da
cultura. Precipitacdes pluviométricas freqlentes ou prolongadas durante o periodo de
pré-colheita, alternadas com periodos secos, fazem com que a semente, ainda no campo,
sofra constantes alteracdes no seu teor de umidade, acelerando os processos de
deterioracdo, prejudicando o enchimento de grdos, ou entdo inibindo a degradacdo da

clorofila.

2.1.3 Estadios de maturacao das sementes

A comparagdo dos resultados de pesquisas em soja, referente ao crescimento e
desenvolvimento da planta e do gréo, especialmente de diferentes areas geograficas,
exige um conhecimento exato dos estddios de desenvolvimento das plantas. Estes
estddios foram descritos no passado por definicdes e termos imprecisos, muitas vezes
conhecidos apenas pelo agricultor. Atualmente, a adocdo de sistemas de classificagdo
facilitou a descricdo e classificacdo das fases de desenvolvimento da planta de soja.

FEHR & CAVINESS (1977) estabeleceram uma escala de estadios de desenvolvimento
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da soja, visando a contribuir para a uniformizacdo da comunicacdo entre pesquisadores,
produtores e demais pessoas envolvidas em atividades agricolas. Os autores propuseram
um sistema que introduziu a diferenciacdo entre os estadios de maturacdo vegetativos e
reprodutivos da planta (Tabela 1). Os autores basearam-se no caule principal e no
numero de nds produzido durante a fase vegetativa. Os estadios vegetativos, referentes
ao periodo pré-florescimento, foram caracterizados com a letra “V”. Consideram como
primeiro no aquele das folhas uni-foliadas. O periodo vegetativo é completado com o
inicio do florescimento aos 40 a 70 dias apds a emergéncia das plantas dependendo do
cultivar, da época de semeadura, das condicdes climaticas e da regido (MARCOS
FILHO, 1986). Os estadios reprodutivos foram identificados com a letra ‘“R”,
acompanhada de um ndmero. O periodo reprodutivo compreende a floracdo, o
desenvolvimento de legumes, o enchimento dos grdos e a maturacdo (MIYASAKA &
MEDINA, 1981). Nao ha uma transicdo definida entre os periodos de florescimento e de
frutificacdo, que se inicia em média 10 a 15 dias ap6s o inicio do florescimento.

As taxas de crescimento das vagens e de acumulo de matéria seca pelas sementes
sdo relativamente lentas, até 25 a 30 dias ap6s o inicio do florescimento (Rs). A partir
deste momento a maturagdo torna-se mais rapida, as vagens e sementes vao perdendo a
coloracdo verde e assumindo a coloracdo amarela.

A maturidade fisiologica, que ocorre aos 40 a 70 dias apds o inicio da
frutificacdo, tem sido caracterizada pelo maior peso da matéria seca dos graos. Nesse
momento 0s grdos assumem coloracdo amarela, mas apresentam ainda um teor de
umidade de aproximadamente 28-30 % (TECKRONY et al., 1987; MARCOS FILHO,

1986).
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Tabela 1: Descricdo dos estadios vegetativos e reprodutivos de soja propostos por Fehr
& Caviness (1977).

Descricdo dos estadios vegetativos

Estadio Subtitulo Descricao
Ve  Emergéncia Cotilédones acima da superficie do solo
Vc  Estéadio cotiledonar Folhas unifoliadas com as margens ndo mais se

tocando

V1 Primeiro no Folhas unifoliadas desenvolvidas

V2 Segundo nd Folhas trifoliadas desenvolvidas no né acima das
folhas unifoliadas

V3 Terceiro no Trés nds do caule com folhas desenvolvidas,
comecando com o no das folhas unifoliadas

Vh “n” nd “n” nimero de nds no caule com folhas unifoliadas

Descricdo dos estadios reprodutivos
Estadio Subtitulo Descricéo

R;1  Inicio do florescimento Uma flor aberta em qualquer né do caule

R> Elorescimento Flores nos_quatro ultimos nés do caule com folhas
desenvolvidas

Rs Inicio da frutificacio pm Iegume com cinco milimetros em um d(_)s quatro
ultimos nés do caule, com folhas desenvolvidas

R4 Vagem desenvolvida pm Iegurpe com dois centimetros em um dqs quatro
ultimos nés do caule, com folhas desenvolvidas

Rs Inicio de formacédo dos Graos com trés milimetros em um legume dos

grdos quatro Ultimos nds do caule, com folhas

desenvolvidas

Re  Grios desenvolvidos Legume contendo a0 menos um grao v,erc_ie que
ocupa toda a sua cavidade em um dos Ultimos nos
do caule, com folha desenvolvida

Rz  Maturacdo fisiologica Um legume normal que atingiu a cor de legume
maduro

Rs  Ponto de colheita 95 % dos legumes atingirama cor de legume

maduro
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A partir do momento de maior peso de matéria seca, 0s graos comecam a perder
gradualmente a dgua até atingir o estadio final de maturacdo (Rs), quando a soja é
colhida. Neste estadio 95 % dos legumes atingirem coloragcdo marrom. Essa degradagao
da clorofila pode ser inibida em periodos chuvosos que levam a antecipacdo da colheita,
que implica em uma maturacdo incompleta dos grdos (CERQUEIRA & POPINIGIS,
1981). As condigdes climaticas e fatores ambientais afetam a qualidade da semente de
soja, principalmente a partir da fase de maturagdo fisioldgica. E recomendado que a

colheita ocorra quando a umidade do grdo chegue a 12-14 %.

2.1.4 Sistemas de classificacéo

No comércio internacional existem varios sistemas de classificacdo de graos
oleaginosas, visando controlar a producédo e estabelecer padrbes de comercializagéo,
levando em consideracdo as diversas finalidades da matéria-prima. De acordo com
PRITCHARD (1983), cerca de 80 % do mercado internacional de Oleos e gorduras é
controlado pelo FOSFA (Federation of Oils and Fats Associations). Para promover as
relagbes de comercializacdo de soja entre produtores e compradores, tanto nos mercados
nacionais como nos internacionais, cada pais desenvolveu suas normas guanto aos
procedimentos de padronizacdo, classificacdo e comercializacdo de soja. Em geral, 0s
parametros para a classificagdo sdo similares e baseiam-se em fatores fisicos e
subjetivos, tais como defeitos dos grdos, cor e teor de umidade. Esses parametros sao
aceitos internacionalmente como critérios para exportacdo (LIU, 2000; PRITCHARD,

1983).
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Nos Estados Unidos da América os padrdes para classificacdo e comercializacdo
de grdos de soja sdo estabelecidos pelo USDA (United States Department of
Agriculture). Existem quatro niveis de classificagdo, sendo que para grdos de primeira
qualidade, os limites maximos permitidos de grdos quebrados, impurezas e/ou matérias
estranhas, grdos avariados e grdos de outras cores (ndo amarelo) sdo 10 %, 1 %, 2 % e
1 %, respectivamente (USDA, US STANDARDS FOR SOYBEANS, 2008).

No Brasil, os padroes de qualidade para a comercializagdo de soja foram
estabelecidos em 1983 e vigoraram sem qualquer alteracdo até 2007. Apenas
recentemente as antigas leis foram revogadas e foram estabelecidos novos padrdes pela
INSTRUCAO NORMATIVA n° 11 de 15 de maio de 2007, aproximando-se um pouco
da legislacdo internacional (BRASIL, MINISTERIO DE AGRICULTURA, 2007). A
nova forma de classificacdo divide os grdos em dois grupos, conforme a sua utilizagéo.
O grupo | refere-se a gréos destinados ao consumo in natura e tem limites de tolerancia
mais rigorosos, sendo dividido ainda em dois subgrupos, 1 e 2. O grupo Il refere-se a
soja destinada para outros usos, especialmente a extracdo de Oleo. Os parametros de
tolerancia deste grupo estéo apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Padroes de qualidade em % para a comercializagdo de soja do grupo I,

segundo a Instrucdo Normativa n° 11 do Ministério da Agricultura, de 15 de maio de
2007.

Tipa Avariados Esverdeados Partidos Matérias
Quebrados e Estranhas e
Total de Ardidos | Maximos de | Mofados Totalt! Amassados Impurezas
e Queimados Queimados
Padrao 4,0 1,0 6,0 8,0 8,0 30,0 1,0
Basico

(1) A soma de queimados, ardidos, mofados, lermentados, germinados, danificados, imaturos e chochos.
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O teor de umidade ndo € incluso nas tabelas de classificacdo, mas continua com
um limite de 14 %, que representa um valor maximo para armazenamento seguro.

A incidéncia de grdos verdes na soja € muito comum em paises tropicais como o
Brasil, em que as condi¢bes climaticas sdo caracterizadas por altas temperaturas
associadas a grandes varia¢fes nos indices pluviométricos e elevada umidade relativa do
ar (SINNECKER et al., 2002). As altas temperaturas durante a maturagdo das sementes
levam a um déficit hidrico, ou seja, as plantas perdem agua muito rapidamente o que
pode resultar na retencdo da cor verde. Outra condicdo que propicia a retencdo da
clorofila e manutencdo da cor verde é um periodo de chuva na época de colheita que
obriga 0 agricultor a antecipar a colheita dos grdos antes do estado de maturacéo
comercial para evitar grandes perdas (SINNECKER et al., 2005). Principalmente na
regido sul do Brasil, onde ocorrem muitas chuvas perto da época de colheita, € comum
recorrer colheitas prematuras, 0 que aumenta a ocorréncia de retencdo da clorofila nas
sementes. A presenca de grdos verdes eleva os custos de refinacdo para a produgdo de
0leos de soja, como ja mencionado anteriormente.

Nos Estados Unidos da America e no Canada a incidéncia de grdos verdes é
observada na canola e a intensidade da cor verde ou o numero de grdos verdes sao
usados como parametros de controle de qualidade. No Canada, segundo CENKOWSKI
& JAYAS (1993), o teor maximo de clorofila permitido para sementes de canola de
primeira qualidade é 22 mg/kg (base seca). Na Suécia, desde 1970 o preco da canola
depende também do teor de clorofila no Oleo, e sementes de primeira qualidade
correspondem a um 6leo com um teor maximo de 30 mg/kg de clorofila total (MOUNTS

et al., 1990, DAHLEN, 1973).
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Embora no Brasil a concentracdo de clorofila nos grdos de soja ainda ndo seja um
parametro de qualidade exigido pela legislacéo, o controle do teor deste pigmento torna-
se cada vez mais importante, frente a freqiiéncia com que ocorre este defeito. Mudangas
nas praticas agricolas e o estabelecimento de parametros de colheita para garantir

homogeneidade e qualidade na producdo de soja tornaram-se necessarios.

2.1.5 Ocorréncia de déficit hidrico no campo

A temperatura e a disponibilidade de agua no solo influenciam diretamente o
desenvolvimento da soja no campo. Em condigcdes climéticas desfavoraveis, com altas
temperaturas e falta de precipitacdo, o desenvolvimento das sementes de soja é retardado
ou em extremo caso, até inibido. A quantidade de agua disponivel no solo para as
plantas esta diretamente ligada a quantidade e distribuicdo das chuvas e a capacidade do
solo de reter a agua. O déficit hidrico é definido como falta de 4gua acessivel a planta, o
que resulta em modificaces fisiologicas, quimicas e bioquimicas da planta e de suas
sementes.

O efeito do déficit hidrico depende da época de ocorréncia e de sua severidade.
Em geral, a perda de agua altera a tensdo fisica e o potencial osmético das células. 1sso
provoca alteracbes na membrana celular e em varios de seus componentes, assim como
na concentragdo celular de metabdlitos. Alteragcdes na conformacéo da membrana celular
provocam mudancas em canais de transporte ativados por pressdo, modificam a
conformacéo de proteinas e alteram a continuidade entre a parede e a membrana celular

(SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI 1997; HARE et al., 1996). Estas
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modificacbes ativam complexos enzimaticos, que iniciam uma cascata de eventos
moleculares que levam a respostas fisioldgicas, metabdlicas e de desenvolvimento
(BRAY, 1993). As rotas de transmissdo dos sinais moleculares de percepcao do estresse
em plantas foram propostas de serem semelhantes as da maioria dos seres Vivos

(SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1996).

As respostas da planta ao deficit hidrico geralmente resultam em gréos de
tamanho e peso menores do que em condigbes climaticas favoraveis, porém, a
capacidade de germinacdo ndo € afetada. A partir de experimentos com sementes
produzidas sob déficit hidrico e semeadas, concluiu-se que o tamanho da semente ndo
interfere na altura da planta, quantidade de vagens nas plantas ou produtividade da
cultura, nem na massa e no tamanho das sementes colhidas (LIMA & CARMONA,

1999).

Em soja que sofre déficit hidrico durante a fase de enchimento dos graos, 0s
grdos sao reduzidos em tamanho e peso (NOGUEIRA & NAGAI, 1988). Porem, &
importante ressaltar que grdos pequenos ndo necessariamente sao resultados de déficit
hidrico, mas sim, que existem variedades que naturalmente produzem grdos menores.
Uma resposta comum ao déficit hidrico é a retencdo da cor verde nos graos. A falta de
agua prejudica a atividade das enzimas responsaveis pela degradacdo da clorofila, o que

resulta emalto teor de gréos verdes (ADAMS, 1983).
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2.2 Clorofila

2.2.1 Propriedades fisicas e quimicas da clorofila

A clorofila é o pigmento mais abundante na natureza cujo principal papel é a
absor¢do da luz solar e sua conversdo para energia quimica durante a fotossintese,
processo este fundamental para toda vida terrestre. A fotossintese abrange dois sistemas,
as reacfes luminosas, que ocorrem apenas quando as plantas estdo iluminadas, e as
reagOes de fixacdo de carbono, que ocorrem tanto na luz quanto na escuriddo. Nas
reacbes luminosas, a clorofila e outros pigmentos das células fotossintetizantes
absorvem a energia luminosa e a conservam na forma quimica de dois produtos ricos em
energia, 0 ATP e o NADPH. Simultaneamente, é produzido o O,. Nas reagdes de
fixacdo de carbono, o0 ATP e o NADPH séo utilizados para reduzir o CO; para formar
glicose e outros compostos organicos.

Nas plantas superiores, a clorofila é localizada em pequenas organelas
subcelulares, os plastideos, que por conta da sua cor verde sdo chamados de cloroplastos
(Figura 1). Os cloroplastos tém aproximadamente 7 um de didmetro e uma largura de
3 um. Eles sd3o envolvidos por um envelope, formado por duas membranas lipoprotéicas,
que atuam como uma barreira seletiva ao transporte de varios metab6litos para dentro e
fora dos cloroplastos. No compartimento inteiro h4& uma matriz, o estroma, onde se
encontram muitas vesiculas ou sacos achatados chamados de tilacoides, que também séo

revestidos por uma membrana. O conjunto de varios tilacéides chama-se granum.



Revisdo bibliografica 17

-
interna

' 2 e externa
3 }~ granum

Figura 1: Estrutura dos cloroplastos (fonte http://www.calazans.ccems.pt/cn/).

£ / Estroma
'\ - - Membranas\
& Y

Tilacoide

A clorofila e as enzimas requeridas para as rea¢cdes luminosas encontram-se
armazenadas, incrustadas nestas membranas tilacOides, associadas a proteinas
(GROSS, 1991), enquanto as enzimas necessarias para as reacdes de fixadoras de
carbono encontram-se no estroma (RUDIGER & SCHOCH, 1988).

A clorofila é uma molécula planar que esta sempre ligada a proteinas de forma
ndo-covalente, e acompanhada de carotendides. As plantas verdes contém
principalmente clorofila a, que corresponde a aproximadamente 75 % dos pigmentos
verdes totais, e a clorofila b, que é um pigmento suplementar, na razdo aproximada de
3:1, embora razdes entre 2,5 e 4,0 ja tenham sido reportadas na literatura. A propor¢ao
varia com as condices de crescimento e fatores ambientais, etapa no ciclo de vida da
planta e espécie vegetal. Por exemplo, plantas que crescem na sombra apresentam uma
guantidade elevada de clorofila b, o que pode ser explicado com base nas suas
propriedades de absorcdo da luz. A clorofila b é capaz de absorver fortemente entre 450
e 480 nm, enquanto a clorofila a absorve fortemente entre 400 e 450 nm (GROSS,

1991). Assim, a clorofila b complementa a captacdo da luz para fazer a fotossintese,
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mesmo em condicdes de pouca insolacdo. Na figura 2 é apresentado o espectro das
clorofilas a e b.

As plantas sdo capazes de transformar clorofila b em clorofila a através da agdo
da clorofila b redutase (ROCA et al., 2004), tendo assim a capacidade de adaptar o

aparelho fotossintético a intensidade da luz solar, mas o processo responsavel ndo é

descrito (KRAUTLER, 2003).

Absz,

nm

Figura 2: Espectro de absorbancia de clorofila a (linha continua) e clorofila b (linha
pontuada).

Além das clorofilas a e b, que sdo presentes em vegetais superiores, algas verdes
e em algumas bactérias, existe ainda a clorofila ¢, que é encontrada em algas marinhas,

dinoflagelados e diatomaceas marinhas, e a clorofila d, presente em algas vermelhas



Revisdo bibliografica 19

(SCHWARTZ & LORENZO, 1990). As estruturas das moléculas estdo apresentadas em

figura 3.

R1 R2 Rs R4
Clorofila a CH=CH; CHs CH,CH;s (CH2)2-COO-CyoHsg
Clorofila b CH=CH;, CHO CH,CH3 (CH2)2-COO-CyHsg
Clorofila c; CH=CHg CHj CH,CH;s CH,=CH-COOH
Clorofila c; CH=CH; CH; CH=CH; CH,=CH-COOH
Clorofila cs CH=CH, COOCH;s; CH=CH, CH,=CH-COOH
Clorofila d CHO CHs CH,CH3 (CH2)2-COO-CyHsg

Figura 3. Estrutura molecular das clorofilas.

Quimicamente, as clorofilas a e b sdo alcodis diterpendides, tém uma estrutura

tetrapirrolica e sdo ésteres, derivados de diidroporfirina, quelatados com um ion de

magnésio localizado centralmente. Um quinto anel isociclico (E) é localizado ao lado do
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anel pirrélico C. Adicionalmente, as clorofilas possuem um &lcool isoprendide
monoinsaturado, um diterpeno, o fitol (C,oH390H), que é esterificado com o quarto anel,
e se encontra na configuracdo trans. O fitol representa o lado hidrofébico da molécula,
enquanto o resto da molécula é hidrofilico. A presenca do fitol confere a clorofila uma

caracteristica apolar e lipofilica.

2.2.2 A clorofila no ciclo de vida da planta

A clorofila é um metabdlito secundario indispensavel a partir do momento em

que a planta necessita da biossintese de nutrientes. A figura 4 mostra o esquema da

biossintese da clorofila.

[ Succinil-CoA Glicina ]

]+ |
[Acido aminolevulinico]

!

[ Uroporfirinogénio Il ]

[ Protoporfirina IX ]

& —
[ Heme ] [ Clorofila ]

Figure 4: Esquema da biossintese de clorofila.
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Sendo uma porfirina, a clorofila é formada a partir do precursor acido
d-aminolevulinico (ALA) que por sua vez € originario da condensdo de succinil-CoA
com glicina. O ALA é transformado para uroporfirinogénio Ill, que é o primeiro
macrociclo tetrapirrlico e precursor de todos os tetrapirrois naturais (clorofilas e
hemes). Uma modificacdo enzimatica leva a protoporfirina I1X, e depois disso a
biossintese difere entre 0s grupos tetrapirrélicos. Quando ferro é incluido no centro da
porfirina, forma se heme, e quando se insere magnésio, a molécula formada é a clorofila.

No ciclo da vida da planta, da mesma maneira que a clorofila é sintetizada, ela
também é degradada quando a planta entra em senescéncia, com excecdo de alguns
vegetais “sempre-verdes”. A degradagdo natural da clorofila visa o aumento da
solubilidade do pigmento e a abolicdo das suas propriedades fotodinamicas através da
interrupgdo do sistema de m-elétrons conjugados.

A primeira etapa da degradacdo da clorofila é iniciada na senescéncia por fatores
enddgenos, mas pode ser influenciada por fatores externos, tais como déficit hidrico,
reducdo de luz, mudancas de temperatura, aumento do teor de etileno ou por fatores
internos, como aumento de permeabilidade da membrana e mudanca de pH. Esses
fatores interferem no processo natural, levando a aumentar ou retardar a degradagéo da
clorofila (TAKAMIYA et al., 2000; HEATON & MARANGONI, 1996).

A remocéo do grupo fitol causa um drastico aumento da polaridade da molécula
da clorofila que, por conseqiéncia, diminui a sua estabilidade na membrana tilacdide.
Isto resulta em ruptura das ligacGes entre proteinas e lipideos e possivelmente em
desnaturacdo do conjunto de clorofila com proteinas. A ruptura da membrana pode

também liberar plastoquinonas e carotendides e, assim, reduzir o transporte de elétrons e
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a habilidade de suprimir radicais livres, respectivamente. O aumento dos radicais livres
pode causar alteracbes de conformagdo nas pontes de proteinas com as clorofilas ae b e,
desse modo, aumentar sua susceptibilidade ao ataque proteolitico (HEATON &
MARANGONI, 1996).

O processo inicial da degradacdo resulta em catabdlitos coloridos, verde-
amarronzados que ainda possuem propriedades fotodinamicas. O processo final da
degradacdo envolve a formagédo de produtos incolores, fluorescentes e ndo-fluorescentes,
que se diferenciam pela localizacdo das duplas ligacbes nos anéis pirrolicos
(GANDUL-ROJAS et al., 2004). Ainda ndo foi completamente revelado se os NCC sdo
0s produtos finais da degradacéo ou se ainda séo posteriormente degradados.

De uma forma geral, seguindo MATILE et al. (1999), a degradacdo da clorofila
nos vegetais tem seu inicio na remocédo do fitol, de ambas as moléculas, tanto clorofila a
como clorofila b, promovida pela enzima clorofilase, formando os clorofilideos. O
clorofilideo b precisa ser transformado em clorofilideo a pela clorofila b- redutase, para
que em seguida, a Mg-dequelatase possa eliminar o &tomo de magnésio e produzir 0s
feoforbideos a. A clorofila b-redutase também age como redutor de clorofila b para
clorofila a para que depois a clorofilase possa formar o clorofilideo a
(ROCA et al., 2004; KRAUTLER, 2003). Depois, a feoforbideo a oxigenase (PaO)
conduz a abertura oxigenolitica do anel tetrapirrolico, formando os catabolitos
vermelhos, chamados de “red chlorophyll catabolites” (RCC). Essa reacdo ¢ considerada
0 passo chave na degradacdo da clorofila. A PaO introduz um atomo de oxigénio na
posicdo Cs dos feoforbideos a. O segundo atomo de oxigénio é reduzido para formar

agua (HORTENSTEINER et al., 1998). A PaO ¢ localizada no envelope interno do
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cloroplasto e ha atividade detectdvel somente durante a senescéncia. A atividade da
enzima € restrita para o substrato feoforbideo a, enquanto o feoforbideo b atua como
inibidor competitivo (PRUZINSKA et al., 2003). Por isso, a agio da clorofila b-redutase
¢ indispensdvel para a degradacdo natural da clorofila (MATILE et al., 1999,
HORTENSTEINER et al., 1998).

Em um experimento com uma mutante da Arabidopsis thaliana, planta modelo
para estudos bioldgicos, isenta de PaO as plantas tiveram prejuizo no desenvolvimento
das flores e alto indice de frutos abortados. Isso significa que a PaO tem uma funcéo
importante no desenvolvimento de flores e frutos. A auséncia de PaO levou a um
acumulo de feoforbideo a que apresentou correlagio com a morte das células
(PRUZINSKA et al., 2005). Os RCC entio ddo origem aos compostos incolores, os
“fluorescent chlorophyll catabolites™, (FCC), através da acdo da enzima RCC redutase
que reduz uma dupla ligacdo no anel tetrapirrlico. A acdo desta enzima é especifica
para 0os RCC, sendo que outros compostos tetrapirrdlicos similares ndo séo aceitos como
substratos (RODONI et al., 1997). Finalmente, a desconjugacao das duplas ligacdes na
unidade tetrapirrdlica leva aos compostos incolores e nao-fluorescentes, os ‘“non-
fluorescent chlorophyll catabolites”, (NCC), sem que se conhega a participagdo de
alguma enzima (KRAUTLER, 2002).

Na Figura 5 sdo apresentadas as etapas da degradacdo da clorofila a com as

enzimas necessarias.



Revisdo bibliogréfica 24

Mo-dequelatase/ Clorofilase
(melo acido)

Clorofifase \ ’
Mg-dequelatase/
‘eoforbide

(meio acido)

Feoforbideo a

Monooxigenase

f Fluonescent RCC-redutase
" Chlorophyll
Catabolite

N —

Isomerizacéo £ von- D

fluorescent
Chiorophyll
Catabolite

_ (Nco)

Figura 5: Degradacdo da clorofila em folhas senescentes.
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O actmulo de catabolitos fotoreativos produz espécies reativas de oxigénio que
induziriam a morte celular. Portanto, o metabolismo funcional da clorofila, incluindo
biossintese e degradacdo, é importante para prevenir o acimulo desses intermed iarios.
As propriedades fotodinamicas da clorofila, que possibilitam a conversdo da energia
luminosa em energia quimica durante a fotossintese podem se tornar uma ameaga
durante a senescéncia. Por isso, a degradacdo da clorofila pode ser considerada um
processo de detoxificacio (HORTENSTEINER et al, 2004). A propria clorofila na sua
forma livre é fotossensivel e atua como pro-oxidante, provocando a morte prematura da
célula (PRUZINSKA et al., 2003).

E possivel que os NCC sejam oxidados para outros tetrapirrdis ou até para
fragmentos monopirrélicos, sendo assim reutilizados para a germinacdo de sementes
(OBERHUBER et al., 2003, KRAUTLER, 2003). Por exemplo, substincias incolores,
lineares e tetrapirrdlicas, produtos da degradacdo da clorofila foram identificados em
folhas senescentes de cevada (LOSEY & ENGEL, 2001; SUZUKI & SHIOI, 1999). Um
estudo recente mostrou que os NCC estdo presentes na casca de péra e maca onde
desempenham eficiente atividade antioxidante. Em um ensaio in vitro os NCC inibiram
a formacédo de hidroperoxidos de acido linoléico, devido a um potencial para capturar e
neutralizar radicais peréxidos, parecido com o da bilirubina (MULLER et al., 2007). O
destino dos NCC ainda ndo foi descoberto.

O processo de degradacdo da clorofila € muito mais facilmente visualizado em
folhas do que em sementes, uma vez que as folhas contém maiores quantidades de
clorofilas do que as sementes, o que dificulta comprovar se 0 mecanismo de degradacéo

é semelhante. Por exemplo, ndo existe comprovacdo de que os catabdlitos finais sejam
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acumulados nos vactolos, como foi descrito por alguns autores (KRAUTLER, 2002;
OBERHUBER et al., 2003). Existe a hipotese de que eles sejam reaproveitados para a
sintese de substancias importantes para a germinacéo da semente (KRAUTLER, 2003).
Além das modificaces enzimaticas da clorofila j& mencionadas, outras alteracGes estdo
associadas, na maioria das vezes, com reacGes oxidativas. A presenca de clorofilas
oxidadas, as hidroxiclorofilas, em certos estagios do desenvolvimento de frutos sugere
que uma oxidacdo direta da clorofila pode estar envolvida no seu catabolismo,
juntamente com a rota de degradacdo iniciada pela clorofilase. Nessa degradacao
oxidativa, em estudos in vitro, tem sido observado o envolvimento de trés tipos de
processos, catalisados por enzimas: i) uma descoloracdo dependente de oxigénio e
acidos graxos insaturados, causada pela clorofila oxidase, ii) uma co-oxidacdo da
clorofila na presenca de hidroperoxidos de acidos graxos insaturados catalisada pela
lipoxigenase e iii) uma oxidacdo por peroxido de hidrogénio (H203), por intermédio de
uma peroxidase, na presenca de fendis (GANDUL-ROJAS et al., 2004). Entretanto, ndo
ha clareza sobre o tipo de participacdo dessas enzimas na degradacdo da clorofila in
Vivo.

Ha também divergéncias na literatura quanto ao primeiro catabdlito formado
durante a degradacdo da clorofila. Aparentemente, ele varia de vegetal para vegetal e
parece ser dependente do pH. No repolho, por exemplo, HEATON et al. (1996)
relataram que o catabdlito inicial da degradacdo da clorofila é a feofitina, em pH 4,8,
enquanto que MINGUEZ-MOSQUERA et al. (1994) determinaram que o clorofilideo

foi o catabdlito inicial empH 7,0, durante o processo de salga de azeitonas verdes.
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2.2.3 Andlise de clorofilas e seus derivados

Vaérios autores estudaram a sintese e degradacdo da clorofila em diversos
vegetais e sementes oleaginosas, tais como canola (ENDO et al, 1992;
JOHNSON-FLANAGAN & THIAGARAJAH, 1990), azeitona (BOEKEL, 2000;
MINGUEZ-MOSQUERA & GALLARDO-GUERRERO, 1995; MINGUEZ-
MOSQUERA et al., 1994), salsa (YAMAUCHI & WATADA, 1993), couve, espinafre,
brécolis, repolho (TENG & CHEN, 1999; WEEMAES et al., 1999; LOPEZ-
AYERRA et al., 1998, MANGOS & BERGER, 1997, HEATON et al., 1996;
KHACHIK et al., 1986; SCHWARTZ et al., 1981), feijdo verde (MONREAL et al.,
1999; CANO et al., 1998) e broto de batata (KOZUKUE et al., 2001). As metodologias
analiticas aplicadas nestes estudos foram variadas; algumas se basearam em indicadores
do teor de clorofila, como, por exemplo, medida de cor ou atividade enzimatica. Outros
meétodos investigaram os pigmentos diretamente, monitorando o acumulo e a retencdo da
clorofila e seus derivados através de técnicas conjugadas (espectrofotometria,
cromatografia de camada delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia,
espectrometria de massas, ressondncia magnética nuclear). A utilizacdo de técnicas
conjugadas € necessaria em matrizes onde tem um conjunto complexo de pigmentos a
serem identificados e quantificados (TENG & CHEN, 1999; BREEMEN et al., 1991;
SCHWARTZ & LORENZO, 1990). No caso da complexa mistura de pigmentos
esverdeados (clorofilas e derivados) e amarelados (xantofilas e carotenos), com todos 0s
respectivos epimeros (substancias cuja estereoquimica difere apenas na configuracdo em

um carbono) e isdbmeros (substancias com a mesma formula molecular, mas diferentes
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arranjos atémicos, e, portanto diferentes propriedades fisicas), a analise por HPLC exige
isolamento prévio dos pigmentos de interesse, caso contrdrio 0s cromatogramas
apresentariam muitos picos dificeis de serem identificados. Nesses casos, a utilizacdo de
técnicas como espectrometria de massas ou de ressonancia magnética nuclear permite a
confirmacdo da identidade dos picos, pois essas técnicas complementam as informacdes
obtidas por cromatografia liquida. No caso de alémeros de clorofila e derivados
constatam-se espectros de absorcdo eletromagnética idénticos, porém eles tém pesos
moleculares diferentes e, portanto, diferentes espectros de massa. Por outro lado, os
epimeros sdo compostos da mesma massa atbmica, porém de diferentes absorgdes
eletromagnéticas (ZISSIS et al., 1999). O método oficial publicado pela AOAC
(Association of Official Analytical Chemists, 1995) baseia-se em espectrofotometria
estimando o teor total de clorofila e feofitina através de formulas que consideram as
absorcbes maximas de cada pigmento em determinados comprimentos de onda,
dependendo do solvente utilizado. Porém, é uma estimativa grosseira do ponto de vista

guantitativo, ja que o método ndo consegue distinguir entre clorofilas e feofitinas.

2.3 Ocorréncia de sementes oleaginosas com alto teor de clorofila

Ha uma forte correlacdo entre os niveis de clorofila e a maturidade da semente na
época da colheita (LIU, 1996, CENKOWSKI et al. 1989 * ). Antes de as vagens ficarem
secas, a semente de soja atinge a maior capacidade germinativa e maior vigor e
apresenta um teor maximo de matéria seca. Esse ponto é definido como maturacéo

fisiologica (Rs) e ocorre aproximadamente 60-65 dias ap6s a fecundagdo, coincidindo
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com 28-30 % de umidade na semente. No entanto, o periodo de maturacdo fisiologica e
o0 teor de umidade podem variar em funcéo das condicdes climaticas e da variedade da
soja. A maturacdo de colheita é caracterizada por teor de umidade inferior a 13 %, o0 que
garante a preservagdo dos graos emrelacéo ao desenvolvimento microbiano.

As sementes de soja podem ser colhidas a partir da maturacdo fisioldgica, até a
maturacdo comercial, embora seja usual a colheita ocorrer quando a planta atinge uma
umidade por volta de 13 %. Na prética, a presenca de sementes verdes é resultado de
condicBes climaticas desfavoraveis e de procedimentos de colheita prematura, quando a
colheita é antecipada para reduzir as quebras ou perdas (CENKOWSKI &
JAYAS, 1993; LEVADOUX et al., 1987). Na maturacdo fisiologica, a clorofila e a
umidade ainda estdo presentes em concentracdes elevadas, mas o pigmento pode ser
degradado naturalmente se as sementes forem secas lentamente a temperatura ambiente.
Nestas condicBes, o Oleo resultante apresentara indices de qualidade aceitaveis
(ADAMS et al., 1983). Em comparagdo, quando a colheita é feita em condicbes de alta
temperatura e baixa umidade relativa, com rapida perda de umidade, ou quando sdo
aplicados produtos quimicos dessecantes na cultura para acelerar o amadurecimento, as
sementes podem manter a cor verde (WARD et al., 1995; NWUFO, 1994, WARD et al.,
1992, CENKOWSKI et al., 1989% ADAMS et al., 1983).

Outro motivo pelo qual os grdos de soja podem manter a cor verde é um inseto
chamado percevejo, da familia Blissinae. Ele causa a retencdo da cor verde, liberando

uma toxina que provoca retencao foliar
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2.4 Degradacéo da clorofila durante armazename nto e processamento de vegetais

Durante o armazenamento de vegetais verdes ocorrem, alkm das reacOes
enzimaticas ja descritas, reacGes causadas por fatores externos, tanto fisicos como
quimicos. A acdo de acidos, oxigénio, luz e calor pode formar um grande ndmero de
produtos de degradacdo (MANGOS & BERGER, 1997). O atomo central de magnésio é
facilmente removido, principalmente em condicBes acidas, sendo substituido por dois
atomos de hidrogénio, formando as feofitinas. A hidrdlise do grupo fitol das feofitinas
da origem aos feoforbideos. A clivagem do grupo fitol, geralmente catalisada
enzimaticamente pela clorofilase enddgena, mas sem a remogdo do &tomo de magnésio,
produz os clorofilideos (KRAUTLER, 2003).

O passo inicial da degradacdo da clorofila em alimentos processados € iniciado
por fatores externos, tais como déficit hidrico, luminosidade ou alteracBes térmicas. O
rompimento do tecido pelas forgas externas do processamento resulta em alteragcOes
quimicas, enzimaticas e possivelmente de expressdo génica, que conduzem a uma
reducdo da concentracdo de clorofila. A ocorréncia de feoforbideos e feofitinas confere
coloracdo amarronzada ao vegetal, que leva o consumidor a rejeicdo do produto
(HEATON et al., 1996).

Durante o processamento térmico, a principal via de degradacédo de clorofila € a
substituicdo do &tomo de magnésio por dois a&tomos de hidrogénio emdecorréncia do pH
acido, processo conhecido por feofitinizacdo. As feofitinas possuem coloracdo proxima
ao verde oliva e ainda estdo sujeitas a hidrolise do fitol, formando um feoforbideo

hidrossolivel. O tratamento térmico prolongado pode resultar na perda do grupo
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metilcarboxila, dando origem a pirofeofitinas (SCHWARTZ & LORENZO, 1991;
1990). Na figura 6 essa degradacdo estd demonstrada.  Segundo
JOHNSON-FLANAGAN & THIAGARAJAH (1990), a clorofila a é mais sensivel a
feofitinizacdo do que a clorofila b. O grupo fitol da feofitina pode ser removido com
uma mudanca de pH, para o &cido ou alcalino, formando assim feoforbideo sem

participacdo enzimatica.

\
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Figura 6: Degradacéo quimica da clorofila.

A degradacdo do pigmento clorofila em vegetais e sementes pode ser desejavel
ou ndo, conforme o destino comercial do produto. Em vegetais frescos ou enlatados,

como, por exemplo, a ervilha, em azeitonas e azeites de oliva, € interessante manter a
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cor verde. Visando a preservacdo da clorofila, alguns pesquisadores recomendam o uso
de matéria-prima de alta qualidade, o controle de pH, minima exposicdo ao calor
aplicando técnicas com altas temperaturas por pouco tempo (HTST — High Temperature
Short Time), ou a associacdo dessas técnicas (SCHWARTZ & LORENZO, 1990).

Em sementes como soja, canola e seus dleos derivados, a presenca do pigmento
verde € indesejavel.

Conforme demonstrado, durante a degradacdo da clorofila em alimentos, seja no
campo ou durante 0 armazenamento e processamento, aparecem VArios produtos
intermediarios. Todos os derivados podem ser detectados devido as caracteristicas de
absorcdo de luz no espectro. Porém, essas substancias tém uma vida til
demasiadamente curta e aparecem e rapidamente desaparecem durante a senescéncia.
Isso dificulta imensamente a comprovacao da seqiéncia e do localem que os compostos
sdo formados (HEATON & MARANGONI, 1996). A falta de acumulo dos
intermediarios da degradacéo da clorofila durante a senescéncia e a maturacgao de plantas
sugere que existem diversas reacOes de degradacdo ocorrendo ao mesmo tempo

(TAKAMYIA et al.,2000).

2.5 Degradacéo da clorofila durante a secagem e estocagem da soja

A secagem tem por finalidade principal reduzir o teor de 4gua das sementes até
atingir niveis seguros para a sua conservacdo durante o periodo de estocagem e obter um
grau de umidade adequado para a comercializacdo. Apés a maturidade fisioldgica, o

produtor dispGe de duas alternativas. A primeira é aguardar a secagem dos grdos na
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prépria planta, até que eles atinjam um grau de umidade igual ou inferior a 13 %,
favoravel a colheita mecénica e mais seguro para o armazenamento. Uma alternativa
seria realizar a colheita antes de atingir este teor de umidade. Porém, sementes com um
teor de umidade ainda elevado devem ser submetidas a secagem rapida para evitar a
deterioracdo por reacbes enzimaticas ou por desenvolvimento de microrganismos e
fungos, que produzem lipases hidroliticas e, conseqlentemente, aumentam o teor de
acidos graxos livres (PRITCHARD, 1983). A secagem rapida na indUstria € geralmente
feita em estufas com temperaturas variando entre 38 e 80°C, dependendo do destino dos
grdos. Para isolados protéicos sdo utilizadas temperaturas mais baixas enquanto para a
producdo de O&leo sdo aplicadas temperaturas mais altas (CERQUEIRA &
POPINIGIS, 1981). Nessas condigdes, ao final da secagem, uma significativa
porcentagem dos grdos se mantém verde, comprometendo a qualidade do 6leo.

O estddio de maturacdo e as condicOes de secagem apoOs a colheita da soja
interferem significativamente com os teores de clorofila, cuja presenca é considerada um
fator depreciador da qualidade dos grdos. Em estudos realizados por
GOMES et al., (2003), a secagem dos grios a 25°C levou a uma reducdo maior da
clorofila, comparado com os graos que foram secos a 40°C. Portanto, a retengdo da
clorofila no grdo depende tanto do estado de maturacdo tanto como das condicdes de
secagem do grdo. Os autores sugeriram como motivos para a manutencdo da cor verde a
perda de umidade do grdo e a velocidade de desidratacdo. Embora tanto a umidade
quanto a clorofila sejam reduzidos durante a secagem, os dois parametros ndo dependem

um do outro.
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Outro experimento confirmou os resultados obtidos anteriormente. Nele foram
aplicadas trés temperaturas para secar os graos, 25, 40 e 75°C, e a quantidade de
clorofila e seus derivados foram analisados por HPLC (SINNECKER et al., 2005).
Graos que ndo foram submetidos as altas temperaturas apresentaram um padrao simples
de pigmentos, sendo os pigmentos predominantes a luteina, clorofila a e b e feofitinaa e
b. Em menores quantidades encontraram-se clorofilideo a e b e feoforbideo a. Dentre as
colheitas feitas em diferentes estadios de maturacdo observou-se desaparecimento dos
pigmentos, sendo que na ultima colheita foi detectada apenas a luteina. Nos gréos secos
a 25°C os pigmentos verdes desapareceram quase por completo e clorofilideos e
feoforbideos ja ndo foram encontrados. Apds secagem a 40°C, os graos apresentaram
altos niveis de clorofila e acumulo de feofitina, o que faz presumir que a Mg-dequelatase
ainda esta ativa nessa temperatura. Porém, pode ter ocorrido também uma feofitinizacédo
sem participacdo enziméatica, mas por dano as membranas plasmaticas, facilitando o
transporte de acidos. Uma vez que foram encontradas pequenas quantidades de
clorofilideos e feoforbideos, a clorofilase parece estar ativa também. Por outro lado, a
feoforbideo a oxigenase parece ter sido desativada, pois ndo foram detectados derivados
incolores. Ja os grdos secos a 75°C mostraram quantidades menores de clorofila e
feofitina em relagdo aos grdos secos a 40°C. Os autores associaram esse fato a
ocorréncia de outras reacdes, devido a elevada temperatura. Por exemplo, poderiam ter
acontecido reacGes de Maillard ou Strecker que destruiram a clorofila ou impediram a
sua extracdo. A auséncia de clorofilideos e feoforbideos nessa temperatura comprovou

que a clorofilase perdera sua atividade.
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Experimentos em que foi avaliada a atividade da lipoxigenase em soja comercial
(safra 2005/2006) que havia sofrido déficit hidrico no campo revelaram alta atividade
dessa enzima, embora o0s gréos estivessem verdes. A degradacdo da clorofila foi
blogueada e a lipoxigenase ndo foi capaz de atuar na degradacdo do pigmento. Foi
proposta a existéncia de uma barreira fisica, talvez a propria membrana do cloroplasto,
que dificulta o acesso da enzima. A membrana do cloroplasto é extremamente estavel,
sendo que a célula procura sempre manter sua atividade fotossintética pelo maximo
tempo possivel. Essa estabilidade é essencial para o controle de importacao e exportacdo
de material (HEATON & MARANGONI, 1996). Por isso, o cloroplasto é uma das
ultimas organelas a ser degradada durante a senescéncia. Parece que a lipoxigenase sO
comeca a degradar a clorofila, quando a célula ja se encontra num estado final de
senescéncia, havendo desestruturacdo das membranas tilacdides.

Durante o armazenamento tanto a umidade do préprio grdo de soja, quanto a
temperatura e umidade relativa do ambiente devem ser controlados. A semente de soja é
de natureza higroscopica, absorvendo ou perdendo agua para a atmosfera circundante,
até que a pressdo de vapor da semente e do ar atinja o equilibrio. Embora a qualidade da
semente ndo possa ser melhorada durante o armazenamento, boas condigdes durante
esse periodo contribuem para preservar sua viabilidade. A umidade dos grdos e a
temperatura do ar sdo determinantes primarios das mudancas de qualidade durante o
armazenamento (TECKRONY et al., 1987; MACHADO, 1981). Deterioragéo durante a
estocagem, manejo ou carregamento, pode resultar em um 6leo de dificil processamento

e com grande perda no refinamento (MOUNTS et al., 1990).
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Apesar da importancia da transformacéo da clorofila em seus derivados durante o
amadurecimento da soja, pouco se conhece sobre 0 mecanismo de degradacdo durante o
processo de maturagdo e armazenamento. Aparentemente, trata-se de um processo
enzimatico, evidenciado pelo aumento de clorofilideos, embora acoplado a um
mecanismo quimico ndo-enzimatico, que resulta em um aumento de feofitinas e outros
derivados fitilados (SUZUKI et al., 1999; MANGOS & BERGER, 1997; HEATON &

MARANGONI, 1996; SCHWARTZ & LORENZO, 1990).

2.6 Oleos de soja provenientes de grios verdes

Oleos com elevado teores de clorofila, provenientes da extracdo de grios verdes,
sdo um problema nas industrias esmagadoras de sementes oleaginosas. O contetdo de
clorofila é um parametro na avaliacdo da qualidade do ¢leo e a sua presenca confere uma
coloracdo escura indesejavel ao 6leo. Por ser uma molécula préoxidante, a clorofila
reduz a estabilidade oxidativa do 6leo (CENKOWSKI & JAYAS, 1993; TAUTORUS &
LOW, 1993; MINGUEZ-MOSQUERA et al., 1990; LEVADOUX et al., 1987).

A presenca de clorofila também é relacionada com a diminui¢do da velocidade
do processo de hidrogenacdo. A clorofila blogueia os centros ativos do catalisador,
inibindo a taxa de hidrogenacdo do 6leo de canola (WARD et al., 1995; ABRAHAM &
DeMAN, 1986).

Alguns autores, que estudaram a estabilidade oxidativa de 6leos de soja e de
canola, relataram que a atividade prooxidante da feofitina é até trés vezes maior do que a

da clorofila. Tanto a clorofila quanto a feofitina promovem, de forma similar, a
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fotooxidacdo do 6leo em uma ampla faixa de comprimento de onda, provavelmente
porque elas possuem espectros de absorcdo semelhantes. Porém, a maior atividade
prooxidante da feofitina foi relacionada com sua maior estabilidade quimica. Durante a
fotooxidacdo ou autooxidacdo do Oleo vegetal, a clorofila é degradada mais rapidamente
do que a feofitina.

Outra observagdo importante é que Gleos vegetais refinados contém teores de
feofitina bem maiores do que os de clorofila. Este fato, juntamente com a maior
atividade prooxidante e maior estabilidade da feofitina na autooxidacdo do Oleo
comparada a da clorofila, torna-se muito importante a medida do teor de feofitina como
medida de controle da estabilidade oxidativa de Oleos vegetais (TAUTORUS &
LOW, 1993; USUKI et al., 1984%"),

Desta forma, é fundamental que a clorofila e seus derivados sejam removidos, ou
entdo, que a ocorréncia de gréos verdes seja evitada. A presenca dos pigmentos, mesmo
em pequenas quantidades, aumenta o custo de refinacdo e reduz o valor comercial dos
grdos. Os lotes com grdos nestas condi¢cGes ndo podem ser comercializados no mercado

internacional, fato que se torna relevante frente ao enorme volume de exportacéo.
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3 OBJETIVOS

- Estudar a influéncia do déficit hidrico na degradacdo da clorofila e na qualidade

da soja.

- Estudar a degradacéo da clorofila durante seis estadios de maturacdo da soja no
campo, bem como a influéncia de secagem pos-colheita a 40 e 60°C empregando
métodos analiticos de espectrofotometria e cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC — High Performance Liquid Chromatography).

- Avaliar o perfil de clorofilas a e b e seus principais compostos de degradacéo,
coloridos e incolores, e correlacionar o acumulo destes metab6litos com possiveis

mecanismos quimicos e bioquimicos envolvidos na degradacdo da clorofila.

- Estudar o comportamento dos metabdlitos incolores (NCC), supostos produtos
finais da degradacdo da clorofila, em sementes de soja e avaliar se eles, de fato, sdo

acumulados ou nao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Soja que sofreu déficit hidrico

4.1.1 Amostras de soja

Foram analisadas cinco amostras comerciais de soja (duas das cultivares
Embrapa BRS 184, duas da Embrapa BRS 133 e uma Coodetec 201). Todas as amostras
foram provenientes da safra 2004/2005 de fazendas da regido de Palmital - SP e foram
fornecidas pela CEAGESP (Companhia de Entreposto e Armazéns Gerais de Sao
Paulo). Os grdos foram debulhados automaticamente e secos com ar seco de 100°C até
atingirem uma umidade inferior a 13 %, procedimento padréo para sua estocagem na
CEAGESP. Estima-se que a temperatura no interior da massa dos gréos nesse processo
atinge aproximadamente 60 - 70°C.

Os graos de soja para andlise foram selecionados, excluindo-se impurezas, graos
partidos ou avariados. Foram triturados em moinho (Kinematica A10 Analysenmihle,

Switzerland) e todas as analises foram feitas com soja recém moida.

4.1.2 Massa de 100 sementes

A massa de 100 sementes de cada variedade em triplicata foi medida em balanca

analitica, dispensando-se grdos partidos e quebrados.
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4.1.3 Analises quimicas e bioquimicas

4.1.3.1 Determinagdo da umidade

A umidade foi medida apdés a colheita e apos 20 meses de estocagem. A
determinacdo da umidade foi realizada por gravimetria, apds secagem do material em
estufa a 105°C até peso constante (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). Pesaram-se
precisamente dois gramas de grdos de soja em capsulas de porcelana, previamente

taradas.

4.1.3.2 Atividade de agua

A medida da atividade de agua foi realizada em equipamento Novasina
Thermoconstanter Humidat, Switzerland, a 25°C, conforme metodologia descrita por
JONSTON & LIN (1987). O metodo é baseado na capacidade de uma lamina de cloreto
de litio de alterar sua resisténcia elétrica ou condutividade, devido a uma mudanga de

umidade relativa no espaco do porta-amostra.
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4.1.3.3 Determinacao de proteinas

O teor de proteinas foi determinado pelo método de micro-Kjeldahl (N x 6,25)
(AOAC, 1984). Utilizou-se 30 mg de soja triturada, previamente desengordurada. A

quantidade de nitrogénio total foi calculada pela formula abaixo:

(Vorcr ~Virareo)-0.02. 14,007
m

100

%Nitrogénio =

soja

4.1.3.4 Determinacao de lipideos

Os lipideos totais foram quantificados por extragdo continua em aparelho tipo
Soxhlet, empregando-se éter etilico como solvente (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 1985). Os cartuchos para extracdo foram preparados com papel de filtro, com
algoddo nas extremidades e no seu interior foram adicionados cinco gramas de soja
moida. O cartucho foi posto no extrator de Soxhlet, que era acoplado a um baldo
previamente tarado. Adicionou-se aproximadamente 300 mL de éter etilico e o sistema
foi aquecido durante oito horas, provocando o refluxo do éter, que arrastou consigo 0s
lipideos da amostra. O solvente foi eliminado em rotaevaporador e a seguir, o baldo
contendo o 6leo foi posto em estufa a 105°C durante uma hora, para eliminar o solvente
e depois colocado por 30 min em um dessecador. O teor de lipideos foi calculado pela
diferenca entre a massa do baldo antes e ap6s o procedimento e sua proporgdo na

amostra foi convertida para base seca.
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4.1.3.5 Extracao do 6leo

Para extracdo do Oleo, amostras de 50 g de soja triturada em moinho foram
imersas em 250 mL de n-hexano (p.a.), durante 18 h a temperatura ambiente. O solvente

foi eliminado em rotoevaporador até secura (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1976).

4.1.3.6 Indice de Acidez

O Oleo extraido foi avaliado quanto a presenca de acidos graxos livres,
representando a acidez, apos a colheita e apds 20 e 30 meses de estocagem. A analise foi
realizada apds dissolucdo de dois gramas de éleo em 25 mL de solugdo alcool/éter
etilico (2:1) (v/v), titulada com hidréxido de potéssio 0,1 M, utilizando fenolftaleina 1 %
como indicador (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1976). O célculo do indice de acidez
foi feito da seguinte forma:

acidez — Yxon- fron 561
m

amostra

4.1.3.7 indice de Peréxidos

O indice de peroxidos foi medido apds a colheita e apds 20 meses de estocagem a
temperatura ambiente. O conteudo total de hidroperoxidos foi determinado por
iodometria, ou seja, o iodo produzido a partir da oxidacdo do iodeto de potassio pelos
peroxidos da amostra foi titulado com solugdo de tiossulfato de sodio, utilizando amido
como indicador. Utilizou-se cinco gramas de dleo dissolvido em 30 mL de solugdo

cloroférmio/acido acético glacial (3:2, v:v) e adicionou-se 0,5 mL de solugdo saturada



Material e Métodos 44

de iodeto de potassio, agitando durante 60 s. Acrescentou-se 30 mL de &gua e a solugao
foi titulada com tiossulfato de sédio 0,01 N. O indice de per6xidos foi calculado

conforme segue:

x1000

indice = (a=b)001
m

a= volume de tiossulfato gasto na titulagdo (mL) das amostras;
b= volume de tiossulfato gasto na titulacdo (mL) do branco;

m= massa da amostra (g).
4.1.3.9 Medida de atividade da lipoxigenase 1

Seguiram-se as metodologias descritas por AXELROD et al. (1981) e
OLIVEIRA et al. (1998), que definem que uma unidade de enzima corresponde a um
aumento de 0,001 na absorbancia por minuto (a 234 nm) em pH 9, a 25 °C, equivalente a
oxidacdo de 0,12 umol de &cido linoléico. As proteinas solluveis foram extraidas de
20 mg de soja moida com 1,2 mL de tampdo de extracdo gelado (Tris 60 mM,
CaCl, 15 mM e 13 % sacarose; pH 8,2) em almofariz previamente congelado. A
suspensdo obtida foi centrifugada a 14000 x g por 20 min a 4°C e o sobrenadante
utilizado para a analise da atividade enziméatica. A atividade da lipoxigenase no
sobrenadante foi avaliada pela leitura da absorbancia em 234 nm, que representa a
formacdo de hidroperoxidos do acido linoléico. Mediu-se a variagdo de absorbancia a
cada dez segundos pelo periodo de dois minutos, do meio de reacdo, contendo 2,5 pL de

extrato de soja, um mililitro de tampé&o borato de sédio 0,1 M (pH 9,5) e seis microlitros
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de linoleato de sédio 10 mM (&cido linoléico 99 %, Tween-20, NaOH 2 N), que foi
empregado como substrato. Os valores de atividade enzimatica foram expressos em

U/mg em base seca.

4.1.3.10 Quantificacéo de clorofila por espectrofotometria

Seguindo o método descrito por PORRA et al. (1989), foram utilizados oito
gramas de soja triturada e extraidos com dez mililitros de acetona 80 % em tubos de
centrifuga. Todos os procedimentos foram realizados no menor tempo possivel, nao
ultrapassando dez minutos, e com a minima exposicdo a luz e ao oxigénio. Apos
agitacdo as suspensdes foram centrifugadas a 15000 x g por 15 min. Os sobrenadantes
foram analisados em espectrofotometro (Shimadzu, UV-1650PC, Japan), fazendo
leituras a 663,6, 646,3 e 750 nm contra um branco contendo acetona 80 %. As
guantidades de clorofila a e b e clorofila total foram calculadas por meio de
absorbancias especificas e equacdes estabelecidas por PORRA et al. (1989) e expressas
em ug/g de soja em base seca.

Clorofila a= 13,71*alps®®% "™ 0. 2 8B4 *6,6mm-750nm
Clorofila b= 22,39*abs®*00"Mm-750MM_5 42 4hg563.6nm-750nm

Clorofilas a e b= 19,54*ahg?46:6nm-750nm.g 5qa4pgb636nm-750nm

4.1.3.11 Extracéao e separacao das clorofilas e derivados esverdeados por HPLC

O procedimento de extracdo foi realizado de forma que os efeitos da luz, da

temperatura e da acdo enzimatica sobre a degradacdo da clorofila foram minimizados.
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As vidrarias contendo as amostras foram protegidas contra a luz e os solventes de
extracdo foram utilizados gelados. O tempo de extracdo foi mantido ao seu minimo
possivel, diminuindo assim a possibilidade de degradacdo dos pigmentos analisados.

A extracdo dos pigmentos seguiu 0 método  descrito  por
SINNECKER et al. (2005), utilizando-se cinco gramas de graos de soja triturada, que foi
homogeneizada com 30 mL de acetona p.a. 80 % e filtrados sob vacuo. O residuo foi
imerso em acetona p.a. 80 % por mais duas vezes, para garantir completa extragdo. A
clorofila e derivados presentes na solugdo de acetona foram transferidos para cerca de
100 mL de éter de petrdleo p.a. em funil de separacdo. A solucdo foi lavada com agua
destilada para remogdo de impurezas hidrossollveis, e seca com sulfato de sodio p.a.
anidro. A solucdo foi concentrada em rotoevaporador e o material obtido foi
re-dissolvido emacetona (grau HPLC) e completado o volume para cinco mililitros.

A separacgdo dos pigmentos (SINNECKER et al. 2005) foi realizada por cromatografia
liquida de alta pressdo em equipamento Shimadzu, (CLASS-M10A, Japan), equipado
com um sistema de trés bombas (Shimadzu LC-10ADVP, Japan), detector de arranjo de
diodos UV/Vis (Shimadzu, SPD-M10AVP, Japan), coluna Nucleosil ODS 100
(Phenomenex, 5 um, 250 mm x 4 mm, USA) e uma coluna de guarda (11 mm x 4 mm).
A fase movel era constituida de (A) metanol, (B) acetato de amdnio 1M e (C) acetona,
aplicando o seguinte gradiente: 0 min (80:20:0 v/v/v), 15 min (80:0:20), 17,5 min
(80:0:20), 30 min (0:0:100), 34 min (80:20:0), 40 min (80:20:0). O gradiente esta
apresentado graficamente na figura 7. Esse gradiente foi eficiente para a separacdo dos
principais pigmentos verdes, polares e ndo-polares, em uma mesma coluna de fase
reversa, sem necessidade de uma etapa de pré-fracionamento em coluna aberta. O

acetato de amdnio € necessario para manter os compostos polares parcialmente
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dissociados, permitindo assim a sua eluicdo (MANGOS & BERGER, 1997). A mudanca
de concentragdo entre acetona e metanol permite a separacdo das xantofilas e clorofilas
dos feoforbideos e clorofilideos. A acetona é necessaria para eluir as feofitinas, que sdo
0s pigmentos mais apolares.

As substancias foram analisadas a 410, 432 e 459 nm e a identificacdo e
quantificacdo foram feitas por comparacgdo dos espectros e dos tempos de retencdo com
padrées (MANGOS & BERGER, 1997). Todos os reagentes usados para a analise por
HPLC foram de grau HPLC e previamente filtrados por membranas adequadas de
0,45 pm (PTFE para acetona e PVDF para metanol e acetato de amdnio). No preparo do
acetato de ambnio 1M foi utilizada agua purificada (MilliQ). Antes de cada corrida em
HPLC, os solventes foram desgaseificados durante dez minutos, com um

desgaseificador de hélio.

100%
80% -

70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% - |
O% T T T T T T T 1

% de solvente

0 5 10 15 20 25 30 35 40
tem min
metanol B acetato de amdnio 1M acetona

Figura 7: Gradiente de eluicdo para a analise de clorofilas e derivados esverdeados por
HPLC.
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4.1.3.12 Extracéao e andlise dos derivados incolores da clorofila por HPLC

A extracdo dos derivados incolores foi realizada com base nos métodos descritos
por OBERHUBER et al. (2001), HORTENSTEINER et al. (1998);
MUHLECKER et al. (1997), RODONI et al. (1997); HORTENSTEINER et al. (1995) e
GINSBURG & MATILE (1993). Os catabdlitos incolores foram extraidos de 0,5 g de
soja moida com um mililitro de solucdo metanol: tampédo fosfato de potassio 100 mM
(pH 7,0) (1:1 v/v) em tubo Eppendorf. A suspensdo foi agitada vigorosamente durante
30 s e a seguir centrifugada por dez minutos a 13000 x g. Este procedimento foi feito em
guadruplicata e os sobrenadantes foram transferidos para tubos limpos e centrifugados
novamente (13000 x g por cinco minutos). Os sobrenadantes foram reunidos e o
solvente evaporado em rotoevaporador. O residuo foi ressuspenso em um mililitro de
agua milli-Q e filtrado por uma membrana de PVDF de 0,45 um. Uma aliquota de 50 pL
deste extrato contendo os derivados incolores foi injetada em HPLC imediatamente apds
a extracao.

A separacao dos derivados incolores foi obtida em um sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (Shimadzu, CLASS-M10A, Japan) utilizando-se uma coluna
analitica Nucleosil ODS 100 (Phenomenex, 5 pm, 250 mm x4 mm, USA) e uma coluna
de guarda (11 mm x 4 mm), acopladas a um sistema de HPLC de trés bombas
(Shimadzu, LC-10ADVP) (SINNECKER et al., 2005) com fluxo de 0,5 mL/min. O
detector de arranjo de diodos UV/Vis (SPD-M10AVP, Shimadzu) foi monitorado a 459,
320 e 210 nm. O espectro de absorcdo foi gravado na faixa de comprimento de onda de
190 a 800 nm e os dados foram processados por um software (Class-VP 5.032). O

volume de injecdo foide 50 pL de cada amostra.
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O sistema de solventes consistiu em: (A) agua, (B) tampdo K3PO, 100 mM
pH 7.0 e (C) metanol. Todos os solventes utilizados foram de grau HPLC e previamente
filtradas por membranas de PVDF de 0,45 um. No preparo do tampédo K3PO, 100 mM
foi utilizada agua purificada (MilliQ). Antes de cada corrida em HPLC, os solventes
foram desgaseificados durante dez minutos, com um desgaseificador de hélio.

O gradiente de eluicdo estd apresentado na figura 8 e foi desenvolvido na
seguinte sequéncia: 0 min (0:80:20 v/v/v), 10 min (0:80:20), 70 min (0:40:60), 80 min
(0:40:60), 82 min (20:20:60), 87 min (20:10:70), 90 min (15:5:80), 96 min (9:1:90),
97min (4.5:0.5:95), 98 min (5:0:95), 100 min (0:0:100), 115 min (0:0:100), 120 min

(80:0:20), 125 min (80:0:20), 135 min (0:80:20) (OBERHUBER et al., 2001).

100% -

80%

60% -

40%

% de solvente

20% -

0% T T

0 31 60 91 121
tem min
W dgua tampdo fosfato 0,1M metanol

Figura 8: Gradiente de eluicdo para a andlise de HPLC de compostos incolores da
clorofila.
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4.2 Soja cultivada em condi¢des normais de irrigacao

4.2.1 Amostragem

O experimento foi conduzido com a cultivar de soja IAC-18, fornecida pelo
Instituto Agronémico de Campinas (IAC), seguindo GOMES et al. (2003). A IAC-18 é
uma cultivar com um ciclo de 120 a 130 dias e o seu florescimento acontece 45 a 50 dias
apos a semeadura, dependendo das condigcdes climaticas. A 1AC-18 é indicada para
solos de média fertilidade em &reas do Brasil Central (SP, MG, GO, MT e MS), onde o
rendimento é de aproximadamente 2400 a 3000 kg por hectare. As plantas alcancam
uma altura de 70 a 90 cm e as sementes atingem um peso médio de 18 g/100 sementes
(APASSUL, 2008).

A éarea reservada para a semeadura da soja € localizada num Latossolo
Eutroférrico e recebeu adubacdo durante a semeadura de 350 kg por hectare. No terreno
para a semeadura foram marcadas 10 fileiras de 10 m de comprimento e de 50 cm de
distancia entre elas. Apds o preparo do solo as semeaduras foram realizadas em 12 de
dezembro de 2007. Apos o florescimento ocorreram pulverizacBes para controle quimico
de insetos mastigadores e sugadores, bem como para controle de doencas fingicas na
parte aérea das plantas.

As sementes foram colhidas de acordo com a escala de
FEHR & CAVINESS (1977), entre os estadios Rg € Rs.

Foram realizadas seis colheitas em intervalos regulares. A primeira colheita foi
realizada no estadio Rg, caracterizado pela existéncia de legumes contendo sementes

verdes de tamanho maximo em qualquer um dos quatro nés superiores que tivesse a
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folha completamente desenrolada, 101 dias apds a semeadura. Mais quatro colheitas
foram realizadas no estadio Ry, caracterizado pela cor amarela das vagens, com 50 %
das folhas amareladas, indicando a maturacéo fisioldgica. A ultima colheita foi realizada
no estadio Rg, 123 dias ap0s a semeadura. As datas de colheita sdo apresentadas na

Tabela 3.

Tabela 3. Datas de colheita das amostras de soja IAC-18.

Estadio de maturacdo conforme

Colheita Data da colheita Idade da planta Fehr e Caviness (1977)
1 20/03/2008 101 dias Re
2 24/03/2008 105 dias R7
3 28/03/2008 109 dias Ry
4 02/04/2008 114 dias R7
5 07/04/2008 119 dias Ry
6 11/04/2008 123 dias Rs

As colheitas foram realizadas sempre entre sete e oito horas da manhd, colhendo
sementes de plantas de duas fileiras intercaladas para minimizar os efeitos de localizagao
da planta na area de semeadura. As sementes ainda em suas vagens foram colocadas em
sacos de papel e transportadas imediatamente para S&o Paulo.

Chegando ao laboratdrio, as sementes foram divididas em trés partes, sendo uma
parte avaliada imediatamente apds a colheita, a segunda ap0s secagem a 40°C e a
terceira apos 60°C. A secagem foi realizada em estufa ventilada com os graos ainda
dentro das vagens, até atingirem peso constante. Depois da secagem as vagens foram

debulhadas manualmente e os graos congelados a -20°C até 0 momento das analises.
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4.2.2 Analises quimicas e bioquimicas

Todas as analises a seguir foram realizadas em todos os tratamentos estudados
(sementes recém-colhidas e secas a 40°C e 60°C). Dependendo da quantidade de
amostra necessaria para cada tipo de analise, preparava-se uma amostragem de sementes
adequada para a realizacdo de triplicatas auténticas, ou seja, separava-se uma gquantidade
de sementes adequada para obter trés amostras representativas para cada analise. Todas

as analises foram realizadas em triplicata, se ndo mencionado diferentemente.

4.2.2.1 Determinacao de umidade, atividade de agua e proteinas

Essas analises foram feitas conforme descrito nos itens 4.1.3.1 - 4.1.3.3, com a

excecdo da andlise de proteinas ter sido realizada com 50 mg de soja triturada.

4.2.2.2 Quantificacéo de clorofila a e b por espectrofotometria

O protocolo para a quantificacdo dos pigmentos verdes foi modificado em relagéo
as analises realizadas com a soja da CEAGESP. Com altas concentracGes de clorofilas
em sementes de soja imaturas, observou-se que ndo era possivel extrair todos 0s
pigmentos verdes com acetona 80 %, de forma que o residuo ficasse incolor. A agua
presente nas células, principalmente nos primeiros estddios de maturacdo, diluia a
acetona e dificultava a extragdo. Outro ponto negativo da acetona é sua volatilidade. Por

1SS0, substituiu-se com éxito a acetona por dimetilformamida, frequentemente indicada
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na literatura para a extracdo de clorofilas em amostras contendo elevados teores de
lipideos (MINGUEZ-MOSQUERA et al., 1989).

Um grama de grédos inteiros foi misturado com quatro mililitros de
dimetilformamida e homogeneizado em homogeneizador tipo “ultra turrax”. Depois, a
suspensdo foi centrifugada a 5°C e 10000 x g por dez minutos. Esse procedimento foi
repetido e apds duas extracbes o residuo ndo apresentou mais cor verde. Os
sobrenadantes das centrifugacbes foram reunidos em baldo volumétrico, completado
para dez mililitros e analisado em espectrofotdmetro (Shimadzu, UV-1650PC), com
leituras em 663,8, 646,8 e 750 nm. Todo processo foi feito sob protecdo de luz e
oxigénio, 0 mais rapidamente possivel e com reagentes e material gelado. As
quantidades de clorofila a e b foram calculadas através de equagdes estabelecidas por

PORRA et al. (1989) e expressas em p1g/g de soja em base seca.

Clorofila a= 12,00*ahg?®®38mM-750MM._3 1 1 xglyg®46.8nm-750nm
Clorofila b= 20,67*als® 8"™720MM_4 ggxqtg63.8nm-750nm

Clorofilas a e b= 17,67*abs®4®8"M7200M4 7 19+ 4tg563.8nm-750nm

4.2.2.3 Extracao das clorofilas e derivados esverdeados e analise por HPLC

Para a analise de clorofilas e seus derivados por HPLC, cerca de cinco gramas de
soja em cada estadio de maturacdo foram moidos (Polymix KCH-Analysenmihle A-10,
Kinematika, AG, Luzern, Suica) e em seguida 0,5 g da soja moida foram pesadas em
cadinhos de porcelana. As analises foram efetuadas em triplicata, com o méximo

cuidado para proteger os pigmentos da exposi¢cdo & luz e ao oxigénio, manuseando as
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amostras no menor tempo possivel. Em cada cadinho foram adicionados dois mililitros
de dimetilformamida (DMF) p.a. e homogeneizado com pistilo. A suspensdo foi
transferida quantitativamente para um tubo de centrifuga, lavando o cadinho com poucos
microlitros de DMF. A suspensdo foi centrifugada em seguida por dez minutos a
10000 x g. O sobrenadante contendo os pigmentos foi transferido para um baldo de
cinco mililitros e o residuo no tubo de centrifuga foi diluido novamente em dois
mililitros de DMF. Apds agitar, a suspensao foi centrifugada de novo por dez minutos a
10000 x g. O residuo ficou incolor e o sobrenadante foi transferido para o baldo de cinco
mililitros, completando o volume com DMF. Uma aliquota dessa solucdo foi filtrada por
uma membrana de PTFE de 0,22 pm e encaminhada imediatamente para a analise de
HPLC, com injecdo de 50 pL.

A andlise de HPLC foi feita da mesma forma como descrito em 4.1.2.11. Os
pigmentos que se espera encontrar em um extrato obtido pelo método descrito, sdo
apresentados na tabela 4.

Os pigmentos isolados foram identificados comparando seus espectros de
absorbancia e tempos de retencdo com os de padrdes de clorofila a (Sigma C5753,
Sigma Chemicals Co. St. Louis, MO, USA) e clorofila b (Sigma C5878). Esses padrdes
sdo provenientes do espinafre e tem um grau de pureza de 99,99 %. Devido a
inexisténcia de padrdes dos derivados da clorofila no mercado, os padrdes de feotitina a
e b foram obtidos no laboratério por acidificacdo dos padrbes de clorofila a e b,
respectivamente, com duas gotas de 1M HCI, deixando-0s por 15 min no escuro para
garantir a completa remocdo do &tomo de magnésio do centro do anel pirrélico

(SCHWARTZ et al., 1981).
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Tabela 4: Pigmentos investigados nas amostras de sementes de soja.

Peso molecular

Nome (g/mol) Formula quimica
Clorofila a 893,5 CssH72MgN4Os
Clorofila b 907,5 CssH70MgN4Og
Feofitina a 871,2 Cs5H74N4Os
Feofitina b 885,2 Cs5H72N40g

Clorofilideo a 615,0 C3s5H34MgN4Os
Clorofilideo b 628,9 Cs5H32MgN4Og
Feoforbideo a 592,7 CasH36N405
Feoforbideo b 606,6 CasH34N406

Todos os pigmentos foram identificados de acordo com seus respectivos
comportamentos cromatograficos, caracterizados pelo tempo de retencdo e pelo espectro
de absor¢do UV/Vis, na faixa de comprimento de onda entre 200 e 700 nm. O perfil
espectral de cada substancia encontrada foi sobreposto ao do padrdo referencial
correspondente, permitindo assim a identificagdo dos pigmentos.

As curvas padrdo para clorofila a e b foram preparadas em triplicata entre
0,001-0,04 mg/mL e 0,001-0,015 mg/mL, respectivamente. As curvas das feofitinas a e
b foram preparadas entre 0,001-0,04 mg/mL e 0,0002-0,003 mg/mL, respectivamente.
Com as concentraces aplicadas e as areas obtidas para cada pico, efetuou-se uma
analise de regressdo linear, obtendo-se assim as curvas padrdo. Todas as curvas foram

lineares com um coeficiente de correlagdo de no minimo 0,9948. As areas dos picos
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encontrados nos extratos das amostras foram interpoladas nas curvas padrdo para
quantificar a concentracdo dos pigmentos existentes nas amostras analisadas. Em
seguida, o teor do pigmento na amostra foi calculado levando em consideracdo todas as
diluicdes feitas ao longo do procedimento. A unidade final dos calculos foi dada em

mg/kg em base seca.

4.2.2.4 Extracdo e andlise de derivados incolores de clorofila por HPLC

Anteriormente a anélise de NCC nas amostras do IAC, fez-se um teste para
observar se seria possivel moer e liofilizar a soja antes da extracdo para analise de
compostos incolores. Assim, os produtos incolores da degradacdo da clorofila, que
aparecem em concentragcfes muito baixas, apresentariam um enriquecimento e uma
absorbancia maior durante a anélise por HPLC. O teste revelou que a liofilizagdo prévia
resultava em picos maiores e melhor separados dos derivados de interesse, 0 que
resultou na modificacéo do protocolo, incluindo a liofilizacao prévia dos graos.

A extracdo e separacdo dos derivados incolores foram realizadas conforme
descrito no item 4.1.3.12, porém, a partir de dois gramas de soja moida e liofilizada,
extraida com dez mililitros de solucdo metanol: tampdo fosfato de potassio 100 mM

(pH 7,0) (1:1 v/v) em tubos de centrifuga. As analises foram feitas em triplicata.
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4.3 Tratamento estatistico dos dados

Os resultados obtidos sdo apresentados como média + desvio padrdo das analises
em triplicata, quando ndo mencionado diferentemente. As diferencas entre os dados

foram submetidos ao teste Tukey, com um intervalo de confidéncia de 0.95

(STATGRAPHICS, Versao 2,6).



Resultados e Discussdo 58

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Soja que sofreu déficit hidrico

5.1.1 Classificacao dos gréos pela CEAGESP

As amostras de soja comercial que sofreram déficit hidrico foram classificadas
oficialmente pela CEAGESP e apresentaram diferengas significativas quando
comparadas com soja que cresceu sob condi¢Bes climaticas normais. As sementes de
todas as amostras encontravam-se fora do padrdo de comercializagdo, que até muito
recentemente era regido pela Portaria 262 do Ministério da Agricultura, de 23 de
Novembro de 1983. De acordo com aquela norma era permitida umidade de 14 %, 30 %
de grdos quebrados, 1 % de impurezas e matérias estranhas, 8 % de grdos avariados e
10 % de graos esverdeados.

Na tabela 5 sdo apresentadas as caracteristicas das amostras de soja recebidas, de
acordo com a legislacdo que estava vigente na época de recebimento destes grdos. A
classificagdo havia sido feita pela CEAGESP, na época da colheita.

A tabela mostra que as amostras ndo atendem a Portaria da lei antiga, tanto no
quesito de matérias estranhas e impurezas, como no quesito de grdos esverdeados. Se 0s
grédos na hora da colheita fossem analisados seguindo a nova legislagéo vigente desde
2007 (Instrucdo Normativa n® 11 do Ministério da Agricultura, de 15 de maio de 2007),
também estariam fora dos limites para comercializacdo, considerando os parametros de

esverdeados, matérias estranhas e impurezas.
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Tabela 5: Classificacdo das amostras de soja prejudicada por déficit hidrico, pela
CEAGESP, conforme a portaria 262 do Ministério da Agricultura, de 23 de Novembro
de 1983.
Variedade BRS BRS BRS BRS COODETEC Permitic_lo
184 a 184 b 133 a 133b 201 no Brasil

Umidade 10,5 % 14,0 % 14,2 % 13,7 % 11,0 % 14 %

Matérias
estranhas e 1,6 % 32% 3.9% 1,6 % 1,4% 1%
impurezas

Partidos e

quebrados 10,0 % 6,0 % 13,0 % 13,0 % 12,0 %

Imaturos e

0, 0, 0 0 0
chocos 0.5% 4,5 % 1,0 % 2,0 % 4,0 %

Ardidos 3,0 % 1,0% 2,0 % 2,5% 2,0 %

Avariados 55% 1,0% 4,0 % 35% 20%

Esverdeados 12,0% 5,0% 220 % 50% 50% 10 %

Verificou-se ainda que a soja que cresceu em condicdes climaticas adversas
apresentou gréos pequenos e de aspecto anormal. Foi avaliado o peso de 100 sementes
de cada uma das amostras, bem como de uma amostra de soja comercial que cresceuem
condigdes adequadas (IAC-18) e que estava dentro dos padrdes de comercializagcéo. O
peso médio das sementes prejudicadas foi de 14,2 £ 2,2 ¢g/100 sementes, inferior a soja
padrdo com 17,5 + 0,2 g/100 sementes (tabela 6). Em geral, quando a soja sofre déficit
hidrico durante o enchimento de grdos, seus graos sdo reduzidos em tamanho e peso
(NOGUEIRA & NAGAI, 1988). Porém, os padrdes de qualidade ndo mencionam
restricbes quanto ao tamanho do grdo porque esse varia também em funcdo dos

diferentes cultivares.
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Tabela 6: Peso de 100 sementes de soja prejudicada por déficit hidrico comparado com
um controle de soja que cresceu em condi¢Ges normais.

Variedade Peso de 100 sementes (g)

BRS 184 a 14,69 £ 0,21

BRS 184 b 11,98 + 0,58

BRS 133 a 14,73 + 0,39

BRS 133 b 11,37 £ 0,07
COODETEC 201 15,20 £ 0,49
Controle (IAC-18) 17,49 £ 0,22

Meédias de analises em triplicata, com desvio padrao

5.1.2 Presenca de pigmentos verdes

A presenca de clorofilas foi medida por espectrofotometria diretamente apos a
colheita e apds 20 meses de estocagem a temperatura ambiente.

A anélise imediatamente apds a colheita revelou teores variaveis de clorofilas em
todas as amostras, com uma média de 4,88 + 1,48 mg/kg (tabela 7). Observou-se que 0S
pigmentos verdes encontravam-se acumulados debaixo da casca do grdo, dando uma
aparéncia verde as sementes. Essa heterogeneidade da distribuicdo das clorofilas levou a
um elevado numero de grdos verdes na classificacdo pela CEAGESP, embora a
concentracdo da clorofila por peso de semente tenha sido relativamente baixa, ja que
essa classificacdo foi feita de forma empirica e visual, levando em conta apenas a cor da
semente. Por isso, a analise por espectrofotometria revelou teores menores do que era
esperado em amostras com 5 a 22 % de grdos verdes.

Sementes maduras, em estddio de maturacdo comercial (Rg na escala de
FEHR & CAVINESS), geralmente contém concentracdes de clorofila inferiores a um

miligrama por quilograma. Por isso, uma propriedade importante para a avaliacdo da
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qualidade dos grdos é o seu estadio de maturacdo. Conseqlentemente, a presenca de
grdos verdes geralmente é considerada um indicador de imaturidade dos grdos. No
entanto, a retengdo da cor verde pode também ser resultado de condi¢des inapropriadas
de secagem pos-colheita, ou resultado de uso de dessecantes, aplicadas na cultura no
campo para provocar a queda das folhas. Teores elevados de clorofilas séo prejudiciais
para a industria produtora de 6leos, uma vez que esses pigmentos podem atuar como
pré-oxidantes, reduzindo assim a estabilidade oxidativa e a vida de prateleira dos 6leos
(TAUTORUS & LOW, 1993).

Nestas amostras de soja que cresceram sob condicdes de déficit hidrico, a
clorofila foi retida mesmo no estado maduro do grdo. Provavelmente a pequena
precipitacdo no periodo de maturacao causou a inativacdo das enzimas responsaveis pela
degradacdo da clorofila. Contudo, observou-se que ao longo do periodo de
armazenamento houve desaparecimento quase total da clorofila, o que fez com que o0s
grdos adquirissem coloracdo amarela tipica, similares a de grdos que cresceram em

condi¢Bes normais.

Tabela 7: Quantidade de clorofila na soja prejudicada por déficit hidrico, apos colheita e
apds armazenamento.

Variedade Clorofila total (mg/kg)

Apos colheita Apos 20 meses
BRS 184 a 6,253 0,015
BRS 184 b 4,089 0,014
BRS 133 a 4,993 0,004
BRS 133 b 2,809 0,003

COODETEC 201 6,269 0,027
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Todavia, cumpre observar que a analise de pigmentos por espectrofotometria
fornece dados relativos ao conteldo total de pigmentos esverdeados, incluindo
clorofila a, clorofila b e seus derivados, como feofitinas e feoforbideos, e ndo diferencia
individualmente entre 0s seus componentes, uma vez que Seus espectros e maximos de
absorbancia sdo muito parecidos. Por isso, foi necessario fazer uma analise por HPLC,
para identificar os pigmentos presentes nas amostras.

A separacdo dos pigmentos por HPLC revelou que imediatamente apds a
colheita, os pigmentos predominantes ja ndo eram mais clorofilas. A maioria dos
pigmentos nas sementes verdes ja se encontrava na forma de feofitina a, seguida por
feofitina b. Foram encontradas apenas pequenas quantidades de clorofila a e b intactos,
alémde tracos de outros derivados de degradacao, como clorofilideos e feoforbideos. Os
teores anormalmente altos de feofitinas nestes grdos provavelmente eram devidos ao
meio acido que causou a remogdo do &tomo de magnésio do centro da molécula,
formando feofitinas, e ndo causado pela enzima Mg-dequelatase. A explicacdo mais
plausivel para a feofitinizacdo € que o déficit hidrico prejudicou o desenvolvimento dos
grdos durante sua maturacdo e causou desorganizacdo das membranas celulares e
aumento de permeabilidade o que levou a um abaixamento do pH e promoveu a
transformacdo de clorofila para feofitina (SCHWARTZ & LORENZO, 1991).

O perfil incomum de pigmentos com a predominancia de feofitinas ja foi
reportado na literatura (SINNECKER et al, 2005). Nesse trabalho, os autores
descreveram altos teores de feofitinas em soja colhida em diferentes estadios de
maturacdo e seca a 40°C ou temperaturas mais altas. Os autores ainda concluiram que
ocorreu uma feofitinizagdo e que as feofitinas ndo sdo degradadas para metabdlitos

incolores.
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A analise ap6s 20 meses de armazenamento revelou que a maioria dos pigmentos
verdes havia desaparecido, provavelmente devido a uma atividade enzimatica residual,
uma vez que a atividade de agua se situou ao redor de 0,6 e 0,7. Esta atividade
enzimatica permitiu a transformacdo de clorofila b para clorofila a pela clorofila b
redutase (ROCA et al, 2004) e subseqlientemente a degradacdo para clorofilideo a e
feoforbideo a pelas enzimas clorofilase e Mg-dequelatase, respectivamente. Em seguida,
a feoforbideo a monoxigenase produziu os RCC, e a RCC- redutase formou os FCC
(HORTENSTEINER et al, 1998). No dltimo passo formaram-se os NCC sem
participagdo conhecida de enzimas.

Apds 20 meses de armazenamento somente tracos de clorofilas foram
encontrados e as sementes haviam adquirido uma cor amarelada, similar a cor de soja
madura gque cresceu sob condi¢des normais.

E importante ressaltar, que a concentracio da luteina, pigmento amarelo
predominante nas sementes de soja, ndo diminuiu durante o tempo de armazenamento.

Na figura 9 sdo apresentados os indices pluviométricos da regido de Palmital,
S&o Paulo, incluindo o volume de chuva e as temperaturas minimas e maximas, no
periodo em que a soja foi produzida. O grafico ilustra uma relevante falta de
precipitacdo que se estendeu durante todo o més de fevereiro e o inicio de marco daquele
ano. Nesse estadio avancado da maturacdo da soja a degradacdo da clorofila
normalmente se encontra mais pronunciada. A deficiéncia de chuva acompanhada por
temperaturas altas e a rapida perda de agua das sementes nessa situacdo especifica
suporta a hipotese de ter causado reducéo parcial da atividade das enzimas envolvidas na
degradacio da clorofila, o que promoveu a feofitinizacdo quimica. E importante

ressaltar, que cada enzima tem suas caracteristicas proprias e diferentes sensibilidades a
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Figura 9: Volume de precipitagdo e temperaturas na regido Palmital de outubro 2004 a
marco 2005.

5.1.3 Atividade da lipoxigenase 1

A atividade da lipoxigenase 1 foi avaliada como indicador da atividade

enzimatica endégena nos grdos. A atividade foi medida apo6s a colheita e subsequente

secagem a 100°C e apds o armazenamento de 20 meses. As amostras tiveram atividades

variaveis, dependendo da variedade, entre 7,9 e 14,8 U/mg b.s. ap6s a colheita e

secagem (tabela 8). Estes valores representam apenas 30 % a 50 % da atividade

enzimatica encontrada em soja que cresceu sob condi¢Ges normais e foi utilizada como
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controle, que teve atividade de cerca de 25 U/mg de amostra em base seca. Os teores de
atividade enzimatica na soja prejudicada foram também inferiores a dados de literatura
que descreveram teores de aproximadamente 20 U/mg b.s. (RICE et al, 1981). A baixa
atividade enzimatica logo apos a colheita parece ser devido a secagem a qual os graos
foram submetidos, e ndo parece estar relacionada com o déficit hidrico, pois os valores
séo parecidos com os valores de uma amostra controle de soja que cresceu em condicdes
adequadas e foi seca a 60°C. A reducéo da atividade da lipoxigenase por secagem a altas
temperaturas foi reportado por RICE et al.,(1981).

ApOs 0 armazenamento aparentemente houve diminuicdo na atividade da
lipoxigenase, com exce¢do das duas amostras da variedade BRS 184, que apresentaram
aparentemente aumento da atividade enzimatica. Infelizmente, até 0 momento ndo foi
possivel encontrar uma explicacdo para este aumento da atividade enzimatica nessas
amostras. No entanto, os desvios padrdo das amostras foram muito altos. Foi necessario
fazer uma anélise em quadruplicata para diminuir o desvio, mas mesmo assim os valores
variam muito. Porém, apesar das diferencas encontradas na atividade enzimatica das
variedades, foi possivel encontrar uma atividade residual em todas as amostras.

Tabela 8: Comparacdo da atividade da lipoxigenase em soja prejudicada por déficit

hidrico, depois da colheita e depois de 20 meses de armazenamento.
Atividade LOX 1 (U/mg bs.) Atividade LOX 1 (U/mg bs.)

Variedade Apos colheita* Apos 20 meses™

BRS 184 a 11,16 14,30

BRS 184 b 10,60 12,54

BRS 133 a 13,53 5,28

BRS 133 b 14,76 8,50
COODETEC 201 7,89 4,50

* Resultados expressos como média de analises realizadas em quadruplicata
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5.1.4 Andlise de acidez e perdxidos

A acidez das amostras foi medida apos a colheita, e apos 20 e 30 meses de
armazenamento a temperatura ambiente. Os resultados estdo apresentados na tabela 9. A
acidez em todas as amostras aumentou significativamente durante a estocagem o que
indica atividade de lipases, responsaveis pela hidrélise de triacilglicerdis.

Por outro lado, em nenhum dos Gleos extraidos das amostras de soja apds a
colheita e apds 20 meses de armazenamento foi possivel detectar perdxidos. Este
resultado indica que a presenca de compostos antioxidantes, como por exemplo, a
luteina presente em elevadas concentragbes na soja, conferiu protecdo contra a
autooxidacdo durante o periodo de armazenamento.

Tabela 9: Acidez em % medida nas amostras apds a colheita e apds 20 e 30 meses de
armazenamento a temperatura ambiente.

Acidez (%)

COODETEC

BRS184a BRS184b BRS133a BRS133b 201

Apé_s 1,412+ 0,07 1,42*+0,24 1,322+0,12 1,299+0,06 1,11*+0,21
colheita

Apos20 1762+ 047 2,76°+007 293°+013 3,32°+0,15 1,84°+0,02
meses

Ap6s30  342°+004 3,46°+069 349°+003 3,92°+0,09 2,53°+0,01
meses

Médias de analises em triplicata, com desvio padrdo
Médias com letra diferente na mesma coluna tem diferenca significativa no nivel de 0.05 no teste
de Tukey

5.1.5 Andlise de proteinas, lipideos, atividade de agua e umidade

Na tabela 10 sdo apresentados os resultados referentes a analise quimica e de

atividade de agua das cinco amostras de soja analisadas. Essa andlise foi feita para
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identificar a eventual imaturidade dos grdos na data da colheita. No entanto, os valores
médios de lipideos totais foram de 20,02 a 25,15 g/100g, e os valores de proteinas
encontrados nas amostras foram de 33,23 a 35,69 ¢/100g.

Tabela 10: Teores de proteinas, lipideos e atividade de &gua na soja recém-colhida,
prejudicada pelo déficit hidrico.

Variedade Proteinas Lipideos Atividade de agua
(9/100g soja b.s.) (9/100g soja b.s.)
BRS 184 a 35,69% + 1,24 20,02%+ 0,26 0,60%+0,01
BRS 184 b 34,00%+ 0,48 22,81°+0,84 0,68"°+ 0,00
BRS 133 a 35,60 % + 1,76 22,96°+ 0,74 0,709+ 0,01
BRS 133 b 33,23%+0,53 25,15 °+ 1,27 0,619+ 0,01
COODETEC 201 35,45 + 0,67 24,47 "™ + 0,46 0,704+ 0,01

Medias de analises em triplicata, com desvio padrao
Meédias com letra diferente nas colunas tém diferenca significativa em nivel de 0,05

Os valores ndo diferiram significativamente dos contetdos conhecidos para soja
que cresceu sob condigdes normais. Em média, a soja contém 40,5 % de proteina e
22,1 % de lipideos (TABELA BRASILEIRA DE COMPOSICAO DE ALIMENTOS da
USP). A TABELA BRASILEIRA DE COMPOSICAO DE ALIMENTOS da
UNICAMP (http://www.unicamp.br/nepa/taco) reporta valores de 14,6 % de lipideos e
36,0 % de proteinas para farinha de soja brasileira. Na tabela de nutricdo e composicdo
de alimentos de SOUCI, FACHMANN & KRAUT (2007) constam valores médios de
18,1 % para lipideos e 33,7 % para proteinas. Aparentemente o déficit hidrico nédo
interferiu na sintese de lipideos e proteinas, o que implica que os grdos no momento em
que ocorreu o déficit hidrico ja haviam alcancado a sua maturidade fisiologica. Por isso,
a retencdo de pigmentos verdes nos graos ndo € devido a imaturidade, mas parece estar

causado pelo déficit hidrico que ocorreu no periodo da maturacéo.
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A andlise de atividade de agua revelou valores entre 0,60 e 0,70 em todas as
amostras 0 que € uma faixa em que a atividade de algumas enzimas pode estar
prejudicada, mas ndo totalmente inibida.

A umidade das sementes foi medida na hora do recebimento das amostras e ap0s
20 meses de armazenamento (tabela 11). Na época da colheita 0s grdos apresentaram
conteldos de umidade inferiores a 14 @/100g, exigidos pela legislacdo para o
armazenamento seguro. Os valores estavam entre 8,7 e 11,9 ¢g/100g e foram mantidos
durante todo o periodo em que os grdos haviam sido armazenados a temperatura
ambiente, mostrando apenas uma ligeira queda, chegando a umidades de 8,5 a
11,3 g/100g. Por isso, o decaimento da umidade pode ser considerado insignificante e 0s
valores de atividade enzimatica e concentracdes de pigmentos sdo comparativos sem

necessidade de considerar as umidades das amostras.

Tabela 11: Umidade das amostras de soja apds a colheita e apdés 20 meses de
armazenamento.

Umidade (g/100g)

Variedade Apos colheita Apds 20 meses
BRS 184 a 8,7 8,5
BRS 184 b 10,8 10,3
BRS 133 a 11,9 10,2
BRS 133 b 11,8 11,3

COODETEC 201 9,5 9,4
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5.1.6 Anélise de compostos incolores da degradacéo da clorofila

Pelo fato do armazenamento ter levado ao desaparecimento dos pigmentos
verdes, foirealizada analise dos extratos por HPLC para verificar se houve formacéo de
catabdlitos incolores, ndo-fluorescentes da clorofila (NCC), ap6s 20 meses de
armazenamento a temperatura ambiente. Nesta analise foram separadas, a partir de todas
as amostras, pequenas quantidades de fracdes com caracteristicas espectrais similares
aos NCC. A identificacdo presumida dessas substancias foi feita por comparacdo dos
seus espectros e maximos de absorcdo com aqueles de NCC que ja foram mencionados
na literatura (BERGHOLD et al, 2002). Na Figura 10 (A-C) é mostrado um
cromatograma representativo da amostra COODETEC 201. Nesta amostra foram
encontrados ao redor de 15 picos cujos espectros foram avaliados individualmente.
Quatorze picos apresentavam um espectro com maximos de absorbancia em 329 ou
332 nm, enguanto apenas um pico apresentava espectro com maximo de absorbancia em
320 nm, que é reportado na literatura como sendo caracteristico de NCC. Na
Figura 10-B e C sdo mostrados exemplos dos espectros mencionados.

Os NCC ja mencionados na literatura ttm um maximo de absorbancia
caracteristico em 320 nm e sdo parecidos com o espectro da Figura 10-C. O espectro
apresentado na Figura 10-B tem um maximo de absorb&ncia em 329 nm, que ndo €
descrito na literatura como sendo caracteristico para os NCC, porém, chamou atencdo a
repetida presenca de fracdes com este espectro nas amostras analisadas.

A presenca de derivados incolores da clorofila nas sementes depois de um longo
periodo de armazenamento a temperatura ambiente indica que as enzimas envolvidas na

degradacdo da clorofila ainda sdo ativas, j& que os NCC sdo produtos da abertura



Resultados e Discussdao 70

oxigenolitica da molécula da clorofila, via atividade enzimatica. Além disso, a
degradacdo das clorofilas e subsequentemente das NCC ndo é completa em grdos de soja
que sofreram déficit hidrico. Nesse caso, parece haver um acumulo de NCC. Os NCC
sdo considerados os produtos finais da degradacdo da clorofila e de acordo com alguns
trabalhos  publicados, seriam armazenados nos vaclolos das células
(OBERHUBER et al., 2003). Entretanto, este acimulo ainda necessita de confirmagao,
uma vez que ja foram encontradas estruturas monopirrolicas de degradacdo da clorofila

(KRAUTLER, 2006).
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Figura 10 [A-C]: Andlise de derivados incolores por HPLC, de soja prejudicada por
déficit hidrico. [A] Cromatograma tipico com os picos numerados representando fracées
com maxima de absor¢do de 329 nm, exceto pico 11 com maximo de absorcdo em
320 nm; [B] Espectro representativo de todos os picos com méaximos de absor¢do em
218, 295 e 329 nm; [C] Espectro do pico 11 com maximos de absor¢do em 212, 256 e
320 nm.
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5.2 Soja cultivada em condic¢Ges normais de irrigacao

5.2.1 Umidade e atividade de agua

A Tabela 12 mostra a umidade e atividade de agua dos grdos no momento da
colheita. Todas as médias apresentaram um coeficiente de variacdo menor que 5 %.

A umidade e a atividade de agua diminuiram constante- mas lentamente, até a
quinta colheita, havendo uma diminuicdo de 19 % em 18 dias, e depois uma queda
rapida até o estadio Rg, com uma perda de 30 % em apenas quatro dias. Quando as
sementes atingiram o estadio Rg ainda apresentaram um valor elevado (40,64 + 1,74 %),

devido ao elevado indice de precipitacdo no periodo da ultima colheita.

Tabela 12: Umidade e atividade de agua das amostras de soja IAC-18.

Colheita Umidade (g/100g) Atividade de 4gua
101d 71,61+0,35 0,955 + 0,017
105d 68,53+ 1,75 0,965 + 0,013
109d 65,18 + 0,85 0,959 + 0,016
114d 63,03 + 2,06 0,981 + 0,002
119d 57,85+ 1,16 0,966 + 0,016
123d 40,64 + 1,74 0,917 + 0,001

Valores médias de analises em triplicata, com desvio padrao

Estes valores podem variar em funcdo das condi¢bes climéticas e da variedade
da soja (MARCOS FILHO, 1986). Conforme a tabela de FEHR & CAVINESS, os grdos
atingem sua maturacdo comercial cerca de quatorze dias apds a maturacdo fisioldgica

(Rs), e devem apresentar umidade inferior a 13 %.
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A brusca perda de umidade observada nos dois estadios finais da maturacéo,
comparada a lenta perda de umidade nos estadios iniciais, ocorreu pela interrupcéo de
translocacdo de dgua e matéria organica para as sementes, fato que ocorre a partir da
maturacao fisiologica. A planta inicia a senescéncia e perde agua por transpiragao.

Segundo PRITCHARD (1983) os grdos devem atingir um grau de umidade igual
ou inferior a 13 % para evitar a deterioracdo por reacdes enzimaticas ou por
desenvolvimento de microrganismos e fungos, que produzem lipases hidroliticas e,
conseqlientemente, aumentam o teor de acidos graxos livres. Porém, mesmo colhendo a
soja no estadio de maturacdo Rg, ndo se tem a garantia de obter sementes com conteudo
de umidade adequado, ja que este pode mudar conforme os indices pluviométricos na
época de colheita.

As amostras que foram submetidas a secagem pdés-colheita a 40 e 60°C foram
analisadas para medir o teor de umidade residual depois da secagem em cada estadio de

maturacdo. Os resultados estdo apresentados na tabela 13.

Tabela 13: Umidade e atividade de dgua nas amostras de soja IAC-18, apds serem
submetidos a secagema 40 e 60 °C.

Soja seca a 40°C Soja seca a 60°C
Colheita Umidade Ativ!dade de Umidade Atividade de
(9/1009) agua (9/1009) agua
101d 8,23+ 0,29 0,474 + 0,003 6,28 + 0,03 0,396 + 0,008
105 d 8,22 + 0,09 0,469 + 0,012 7,42 +0,12 0,476 + 0,003
109 d 8,50 + 0,26 0,484 + 0,004 7,15+ 0,04 0,479 + 0,003
114d 10,91 + 0,40 0,561 + 0,003 574+ 0,13 0,353 + 0,010
119d 12,68 + 0,23 0,655 + 0,008 7,46 + 0,22 0,448 + 0,005
123d 7,28+0,13 0,434 + 0,004 5,58 + 0,18 0,322 + 0,004

Médias de analises em triplicata + desvio padrdo
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Todos os tratamentos de secagem garantiram um teor de umidade seguro para
comercializacdo e estocagem dos gréos; ou seja, abaixo de 13 %. A secagem a 60°C
diminuiu a umidade mais fortemente do que a secagem a 40°C. Os grdos que foram
secos a 40 e 60°C apresentaram um leve escurecimento na superficie apos a secagem,
mais pronunciado nas sementes secas a 60°C do que naquelas que foram secas a 40°C.
Aqui provavelmente ocorreram reages de escurecimento ndo-enzimatico, como a

reacdo de Maillard ou Strecker.

5.2.2 Teor de proteinas

Com relagdo ao teor de proteinas, observou-se que durante a maturacédo, a partir
da segunda colheita, ndo houve diferenca significativa entre as amostras (tabela 14).
Apenas a primeira colheita diferenciou-se com um menor teor de proteinas. Concluiu-se
que essa amostra foi colhida em um estadio muito imaturo, onde a sintese protéica ainda
ndo tinha sido concluida. Esse dado € importante para as conclusbes a serem tiradas

quanto as atividades enzimaticas das amostras.

Tabela 14: Teor protéico nas amostras de soja IAC-18, em base seca.

Dias apos semeadura Teor de proteinas (%, b.s.)
101 d 33,96% + 0,55
105d 39,69° + 1,81
109 d 40,13" + 0,60
114d 39,72°+ 1,49
119d 40,86 + 0,45
123d 39,58 + 1,41

Meédias de analises em triplicata, com desvio padrao
Médias com letra diferente tém diferenca significativa no nivel 0,05 (teste Tukey)
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5.2.3 Teores de clorofila analisados por espectrofotometria

A analise da concentracdo das clorofilas por espectrofotometria revelou rapida

reducdo dos teores dos pigmentos verdes durante o processo de maturagdo (Figura 11).
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Figura 11: Teores de clorofila durante a maturacdo das sementes de soja IAC-18 fresca
e influéncia da secagem pds-colheita a 40 e 60°C, medidos por espectrofotometria.
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A secagem pos-colheita a 40°C diminuiu a concentragdo de clorofila em
aproximadamente 43 %, enquanto a 60°C houve degradacdo de 63 % no primeiro ponto
de colheita. Porém, essa diminuicdo pode ser resultado de uma desnaturacdo das
proteinas as quais a clorofila esta ligada, provocado pela temperatura alta de 60°C, e que
dificultou a extra¢do dos pigmentos.

E importante lembrar, que o método espectrofotométrico usado foi desenvolvido
para a analise apenas de clorofilas e ndo considera a presenca de outros pigmentos
verdes na amostra. O método ndo diferencia entre clorofilas e feofitinas e outros
derivados que possuem um espectro de absorbancia muito parecido como das clorofilas.
Por isso, 0 método ndo é adequado para a identificacdo dos pigmentos, e € usado apenas
para quantificar a soma de pigmentos verdes. A separacdo por HPLC é indispensavel

para a identificacdo e quantificacdo dos pigmentos.

5.2.4 Anélise da concentracdo de clorofila e derivados verdes por HPLC

A separacdo dos pigmentos verdes por HPLC foi realizada para identificar e
guantificar os pigmentos presentes nos extratos de soja. Na Figura 12 é apresentado um
cromatograma representativo de um extrato de sementes de soja 1AC-18 da primeira
colheita (101 dias apds a semeadura), secas a 60°C, contendo ainda grande concentragéo
dos pigmentos.

O cromatograma ilustra a complexidade dos extratos, devido a diversidade dos
compostos existentes, mas também demonstra a boa separacdo dos picos. Independente
do estddio de maturacdo, os pigmentos mais freqlientemente encontrados e em maior

abundancia foram luteina, clorofila a, clorofila b, feofitina a e feofitina b, em ordem
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decrescente. Os tempos de retencdo foram de 19 min para a luteina, 21 min para a
clorofila b, 23 min para a clorofila a, 30 min para a feofitina b e 33 min para a
feofitina a. Alguns outros picos menores, que ndo foram identificados, parecem ser
xantofilas, por comparacdo com dados na literatura. Esses sdo eluidos entre 15 e
18 minutos. De modo geral, ao longo da maturacdo, a quantidade de clorofilas e
derivados coloridos decresceu. Os pigmentos encontrados nestes experimentos e a
ordem de eluicdo foram os mesmos daqueles encontrados por MANGOS &
BERGER (1997), porém os tempos de retencdo foram ligeiramente diferentes, porque o

gradiente utilizado nesse trabalho diferiu do gradiente usado por MANGOS &

BERGER (1997).
1 clorofila a
b luteina
0l
% | clorofila b
0]
] xantofilaz
] fenfiting b feofitina a
ot —

Minutes.
Figura 12: Cromatograma representativo de analise por HPLC de extrato de soja

colhida 101 dias ap0s a semeadura e seca a 60°C.
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A confirmacdo da identidade desses compostos foi realizada pela comparacao
das caracteristicas espectrais de absorcdo e do tempo de retengdo comas dos padroes.

Os padrdes obtidos segundo item 4.2.2.4, foram utilizados para a quantificacdo
dos principais pigmentos existentes nas amostras. Na Tabela 15 estdo apresentadas as
regressdes lineares obtidas das curvas de calibragdo para clorofila a, clorofila b, feofitina
a e feofitina b. As concentragbes de cada padrédo nas solugdes utilizadas para a
construgéo das curvas foram adequadas aos valores encontrados nas amostras. As curvas
padrdo tiveram uma alta linearidade, como pode ser observado na Tabela 15. Os valores
dos coeficientes de determinagdo R? foram superiores a 0,9693.

Tabela 15: ConcentracOes, equacOes e coeficientes de determinacdo dos padrdes
utilizados.

) Concentragao )
Pigmento y=ax+b R
(mg/mL)
Clorofila a 0,001-0,04 y=2E+09x- 71617 0,9994
Clorofila b 0,001-0,015 y = 1E+09x - 2265,7 0,9997
Feofitina a 0,001-0,04 y=3E+09x - 88321 0,9948
Feofitina b 0,0002-0,003 y = 8E+09x - 24890 0,9693

y=concentra¢ao (mg/mL)
X= area do pico

Os espectros de absor¢do (UV/Vis) dos padrdes de clorofila a, clorofila b (Sigma),
e feofitina a e feofitina b séo apresentados na figura 13 e na figura 14 sdo apresentadas

as curvas padréo.
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A Figura 15 apresenta os teores de clorofilas encontrados nas amostras de soja

frescas.
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I clorofila a clorofila b —a— umidade

Figura 15: Teores de clorofilas e de umidade de soja 1AC-18, durante o periodo de
maturacéo, medidos por HPLC.

Nas amostras frescas, que foram analisadas nos estadio de maturaco entre Rg e
Rg para investigar as alteracGes dos pigmentos durante a matura¢do no campo, apenas as
clorofilas a e b foram encontradas em concentragdes significativas durante todo o
periodo de maturagéo.

Os teores de clorofilas a e b no primeiro ponto de colheita (101 dias, referente ao
estadio Rg) foram muito altos, 527,7 + 21,6 mg/kg e 2434 = 11,1 mg/kg,
respectivamente.

No segundo ponto de colheita (105 dias), os teores ainda continuavam similares e
somente a partir de 109 dias apds a colheita observou-se lenta reducdo nos teores de
clorofilas.

Era de se esperar que a degradacdo da clorofila fosse acompanhada de sintese de

feofitina, aumentando 0s seus teores numa proporcéo inversa, ou entdo, que houvesse,
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paralelamente, formacdo de outros derivados provenientes de degradacdo por via
enzimatica (clorofilideos e feoforbideos). Porém, esses pigmentos ndo foram
encontrados, 0 que sugere que a sintese de feofitina é acompanhada de uma rapida
degradacdo, provavelmente por via enzimatica, e ndo se consegue observar o seu
acumulo. Essas substancias podem ter sido formadas e subseqiientemente degradadas
imediatamente para compostos incolores, de forma que ndo foi possivel detecta-las. Isso
implica que as reagBes enziméticas de degradacdo natural da clorofila funcionaram
normalmente. Como as umidades foram altas quando a soja foi colhida prematuramente,
as enzimas tiveram atividade normal e degradaram as clorofilas até as sementes
atingirem maturidade comercial (Rg), 123 dias ap6s a semeadura. Dados na literatura
mostram que apos atingir o estadio Rg, dentro de aproximadamente duas semanas a
umidade decai drasticamente, a atividade enzimatica € inibida e os grdos atingem a
maturidade comercial com umidades inferiores a 13 % (FEHR & CAVINESS, 1977).
Esses resultados, com auséncia de feofitinas detectaveis, sdo diferentes aos
reportados por CENKOWSKI et al. (1993) e por JOHNSON-FLANAGAN &
THIAGARAJAH (1990), que estudaram o amadurecimento de sementes de canola.
Estes autores observaram teores de feofitina e outros derivados defitilados nas amostras
frescas, porém significativamente menores (cerca de 80 vezes) do que os de clorofila.
Vérios trabalhos com espinafre (TENG & CHEN, 1999), azeitona
(MINGUEZ-MOSQUERA et al., 1994), feijio verde (MONREAL et al., 1999;
CANO et al., 1998) e salsa (YAMAUCHI & WATADA, 1993), mostraram que grande
parte da clorofila foi preferencialmente convertida em feofitina e uma menor
porcentagem foi convertida em derivados defitilados, sugerindo diferentes vias de

degradacdo da clorofila. Provavelmente no presente trabalho as feofitinas e outros
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derivados da degradacao da clorofila estiveram presentes, porém em concentracdes tdo
baixas que ndo foi possivel detecta-las.

Outra possibilidade seria a degradacéo da clorofila para outras substancias, que
nao a feofitina. Apesar da umidade alta, que facilita uma degradacao por via enzimatica,
nao foram encontrados catabdlitos defitilados, (clorofilideos e feoforbideos), que indica
que ndo houve acdo da enzima clorofilase. Outros autores (TAKAMYIA et al., 2000;
HEATON & MARANGONI, 1996;) relataram a possibilidade de outras enzimas, além
da clorofilase, estarem atuando sobre a clorofila. Enzimas como a Mg-dequelatase e
oxigenases poderiam atuar diretamente na clorofila ou nos derivados. As oxigenases
clivam o anel tetrapirrélico, formando compostos incolores fluorescentes, e estes
compostos fluorescentes sdo convertidos em compostos incolores ndo fluorescentes.
Segundo TAKAMYIA et al. (2000), as clorofilases em sementes de canola, t¢ém
atividade latente in vivo, o que poderia explicar a auséncia de derivados defitilados
nessas amostras.

Os resultados deste trabalho fortalecem a hipdtese dos autores acima citados, que
propdem que a degradacdo da clorofila ocorre por multiplas vias enzimaticas,
simultaneamente, ndo se restringindo apenas a clorofilase, e que a velocidade da
degradacdo dos metabdlitos formados € mais alta do que a velocidade da sintese dos
mesmos. Os metabdlitos desaparecem rapidamente, sem deixar rastros, o que dificulta o
estudo de cinética.

Visando a qualidade dos grdos de soja, ressalta-se que a colheita realizada no
estadio de maturacdo fisioldgica ndo € uma garantia de um contetdo de clorofila e de
umidade reduzidos. Teores de umidade superiores a 13 % exigem que 0S grdos sejam

secos para viabilizar o seu armazenamento antes do processamento.
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As amostras que foram colhidas durante a maturacdo e depois secas a 40 °C

foram analisadas por HPLC e os resultados estdo apresentados em figura 16.
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Figura 16: Teores de clorofilas e feofitinas em soja IAC-18, seca a 40°C, medidos por
HPLC.

A figura mostra um perfil de degradacdo similar as amostras analisadas frescas,
mas os teores de clorofilas a e b foram ligeiramente menores (476,9 = 22,2 mg/kg e
192,6 £ 2,2 mg/kg, respectivamente) no primeiro ponto de colheita.

Ao mesmo tempo, tragos de 47,0 £ 2,3 mg/kg de feofitina a e 9,9 + 0,3 mg/kg de
feofitina b foram detectados. Os teores das feofitinas a e b correspondema 8,9 e 4,1 %
de clorofila a e b nas amostras frescas, respectivamente. Esses valores diminuiram para
zero ao longo da maturacdo. Esse fato indica que feofitinizacdo ocorreu durante o
processo de secagema 40°C, junto com a remanescente degradacao enzimatica.

A feofitina € uma substancia com potencial pré-oxidante ainda mais alto que o da
clorofila, motivo de preocupacdo em relagdo a elevada concentracdo destes pigmentos
em 6leos de canola ou de soja (ENDO et al., 1984; USUKI et al., 1984%"). Nesse

sentido, DAUN & THORSTEINSON (1989) propuseram que o teor de clorofila total
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deveria ser expresso em teor de feofitina, considerando que a maior parte da clorofila se
convertia em feofitina, durante a produgédo do 6leo.

O aparecimento de feofitinas nas amostras secas a 40°C sugere que houve uma
mudanca no mecanismo de degradacédo da clorofila. Enquanto na maturacdo da soja no
campo sem subseqiiente secagem a clorofila degradou sem formacéo significativa de
feofitinas ou outros intermediarios, na secagem a 40°C a via de degradacdo da clorofila
incluiu a formacéo de feofitinas.

As amostras secas a 60°C mostraram uma perda significante de pigmentos durante
0 tratamento térmico, restando apenas 183,9 + 7,7 mg/kg e 111,9 + 3,7 mg/kg de

clorofila a e b, respectivamente, no primeiro ponto de colheita (figura 17).
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Figura 17: Teores de clorofilas e feofitinas em soja 1AC-18, seca a 60°C, medidos por
HPLC.

Essa perda parece ser resultado da susceptibilidade das clorofilas a temperaturas
altas, meio acido, oxigénio e luz solar, implicando em subseqiiente degradacdo para
outras substancias (MANGOS & BERGER, 1997). Mesmo assim, no presente caso,

teores relativamente altos de feofitina a (172,0 + 8,5 mg/kg) e tracos de feofitina b
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(0,9 £ 0,06 mg/kg) foram encontrados. A soma de clorofilas e feofitinas foi de
468,7 mg/kg e corresponde a 60,8 % dos conteldos de clorofila em amostras frescas.
Todas as amostras analisadas contiveram mais clorofila a e feofitina a do que
clorofila b e feofitina b, respectivamente, e todos os pigmentos sofreram uma reducéo
rapida durante o processo de maturagdo. A partir do quinto ponto de colheita (119 dias
apos a semeadura) os valores de todos 0s pigmentos encontravam-se perto do zero, tanto

nas amostras frescas como nas secas a 40 e 60°C.

5.2.5 Anélise de derivados incolores da clorofila por HPLC

As amostras das seis colheitas entre os estadios Rs e Rg, frescas e secas a 40 e
60°C, foram analisadas por HPLC para encontrar os derivados incolores (NCC) da
degradacdo da clorofila, e identificar o seu comportamento durante a maturagdo e
secagem pos-colheita.

A figura 18 mostra os cromatogramas das seis amostras de soja fresca colhidas
entre os estadios Rs € Rg de maturacdo. Todas as amostras apresentavam cromatogramas
complexos, mas trés picos tiveram  espectros tipicos para NCC

(BERGHOLD et al., 2002), denominados A, B e C, conforme seus tempos de retencao.
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Figura 18 Cromatogramas

de HPLC dos extratos de NCC das seis amostras de soja

IAC-18 frescas e colhidas entre os estddios Rs € Rg de maturacdo, gravados em 320 nm.
Os picos provisoriamente identificados como NCC foram denominados A, Be C.
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O pico C foi predominante, mas os outros dois picos mostraram 0 mMesmo
comportamento e as mesmas caracteristicas espectrais. Os outros picos nos
cromatogramas correspondem a um grande numero de substancias desconhecidas com
um maximo de absorbancia a 330 nm. Como as extracGes dos pigmentos e a analise por
HPLC foram baseados no mesmo peso seco das amostras, foi possivel expressar as
concentracbes relativas como areas sob a curva, desde que ndo existem padroes
comerciais de NCC disponiveis no mercado.

Os NCC séo os primeiros intermediarios lineares da degradacédo da clorofila, em
que as quatro unidades pirrélicas sdo completamente desconjugadas e que contém um
grupo formil-pirrdlico (KRAUTLER, 2006). Por isso, a identificagdo proviséria dos
NCC foi feita procurando um maximo de absorbancia a 320 nm, o que é tipico para o
grupo formil-pirrolico. A figura 19 mostra os espectros de absorcao das fracdes A, B e
C, que sdo idénticos aos espectros de NCC ja publicados na literatura

(BERGHOLD et al., 2002).
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Figura 19. Espectros de absorcdo UV/Vis dos NCC gravados durante a analise de
HPLC dos extratos de soja IAC-18. As letras A, B e C indicam as fragdes identificadas
como NCC.

Na figura 20 sdo apresentadas as médias das areas sob as curves das fracdes A, B
e C, analisadas em triplicata. A figura mostra os NCC encontrados durante todo periodo
de maturagdo em soja fresca e seca a 40 e 60°C. Foi evidente que os picos A, Be C de
soja fresca corresponderama apenas uma parte muito pequena das clorofilas degradadas.

No entanto, os teores relativos cresceram até o quarto ponto de colheita (114 dias ap6s a

semeadura), devido aos altos teores iniciais de clorofilas, que foram constantemente
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degradadas para NCC. Apo6s o quarto ponto de colheita os NCC diminuiram, devido a
menor concentracdo de clorofilas disponiveis para a formacdo de NCC e porque 0s

proprios NCC foram degradados.
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Figura 20(a-c). Areas médias sob a curva das fracdes identificadas como NCC durante a
maturacdo natural da soja IAC-18. As letras A, B e C correspondem as fragbes A, Be C

das cromatogramas, respectivamente; (a) Soja fresca; (b) Soja seca a 40°C; (c) Soja seca
a60°C.
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Nas amostras secas a 40°C valores menores de NCC foram encontrados, mas o
perfil de formacdo de subseqiiente desaparecimento dos NCC foi similar ao das amostras
frescas. O pico A ndo foi identificado, provavelmente devido a sua concentragdo muito
baixa.

Nas amostras secas a 60°C, a baixa concentracdo de clorofilas além do fato das
enzimas terem sido parcialmente degradadas devido a secagem a temperatura alta,
resultaram em retardo da formacdo dos NCC e menores areas sob as curvas de NCC.
Esses resultados estio de acordo com a hipétese de KRAUTLER (2006) e com a reviséo
de TAKAMYIA et al., (2000), que propuseram uma possivel degradacdo dos NCC para

estruturas monopirrélicas em folhas senescentes e cotilédones de varias plantas.
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6 CONCLUSOES

6.1 Soja que sofreu déficit hidrico

- O déficit hidrico que ocorreu no periodo que antecedeu a colheita causou retencédo da
cor verde e foram detectados elevados teores de feofitinas produzidos por reagfes néo-

enzimaticas.

- A atividade enzimatica residual de lipases provocou aumento da acidez durante o
armazenamento, embora peréxidos ndo tenham sido encontrados, possivelmente devido a

protecdo contra a oxidagdo oferecida por carotendides.

- Houve desaparecimento gradativo da cor verde durante 0 armazenamento da soja por

20 meses, conferindo- lhe uma aparéncia quase normal.

6.2 Soja cultivada e m condi¢fes normais de irrigacao

- Os pigmentos verdes predominantes sao clorofila a e clorofila b, cuja concentragéo

diminui até niveis residuais até o final da maturacdo sem formacédo de feofitinas ou outros

derivados verdes, o que implica em degradacdo enzimatica da clorofila.

- A secagem pos-colheita a 40 e 60°C resultou em transformacao parcial das clorofilas

em feofitinas por feofitinizacdo quimica.
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- Houve formacédo de catabolitos incolores, que ndo parecem ser acumulados, apoiando
a hipotese de estes serem utilizados na sintese de novas substancias importantes para a

germinacéo da semente.
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