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Resumo

Lindemann, Igor da Silva. Qualidade de feijao caupi em funcao de herbicidas
dessecantes utilizados na pré-colheita e das condicdes de armazenamento.
2017, 79f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de alimentos) —
Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

O feijao caupi (Vigna unguiculata) é produzido principalmente em pequenas
propriedades da regido nordeste do pais. Com o déficit na oferta de feijdo e os
precos atrativos observados na entressafra, grandes produtores da regido Centro-
Oeste passaram a cultivar feijao caupi, especialmente da variedade Bico de Ouro.
Por se tratar de uma dicotileddnea com habito de crescimento indeterminado, as
plantas apresentam vagens secas, vagens no ponto ideal e vagens verdes no
momento da colheita. A colheita manual em grandes propriedades € inviavel,
sendo necessaria a aplicacado de herbicidas para uniformizar a senescéncia das
plantas e o grau de maturacdo dos grdos para, entdo, viabilizar a colheita
mecanizada. Desta forma objetivou-se com o presente estudo: (1) Avaliar as
consequéncias da utilizacdo de herbicidas dessecantes em pré-colheita sobre
propriedades quimicas e tecnoldgicas do feijdo caupi da variedade Bico de Ouro,
e (2) Avaliar efeitos da temperatura e da atmosfera de armazenamento sobre
propriedades tecnolégicas do feijdo caupi da variedade Bico de Ouro. Os
herbicidas glifosato (GLI), glifosato mais carfentrazona (GLI/CAR) e paraquate
(PAR) foram testados em pré-colheita, no primeiro estudo. Grdos colhidos
manualmente foram utilizados como controle (SEM). Os graos foram, também,
armazenados a 25°C, por 8 meses, para avaliar a suscetibilidade ao
envelhecimento. Para o segundo estudo, gréos de feijdo caupi da variedade Bico
de Ouro foram armazenados por 8 meses com nitrogénio ou em atmosfera
hermética, a 15, 20 ou 25°C. A aplicacdo de herbicidas dessecantes na pré-
colheita proporcionou alteracdes nos parametros de qualidade. Graos obtidos de
plantas tratadas com PAR e GLI apresentaram coloracdo mais escura logo apés a
colheita. No entanto, no armazenamento, a cor do tegumento dos gréos obtidos
de plantas tratadas com PAR se manteve mais estavel. A aplicacdo de GLI
proporcionou acumulo em niveis mais elevados de compostos fendlicos,
principalmente compostos complexos como as proantocianidinas. Foi possivel
identificar moléculas de discriminacdo do feijdo caupi em funcédo do herbicida
utilizado, sendo elas: catequina-3-glicosideo e epicatequina (para graos obtidos
de plantas tratadas com GLI), &cido citrico (para grdos de plantas tratadas com
GLI/CAR), e quercetina e acido glucbénico (para graos obtidos de plantas néo
submetidas ao tratamento com herbicidas). Os teores residuais de glifosato e
paraquate foram superiores aos limites maximos tolerados pelo Codex
Alimentarius e pela Unido Européia. Em relacdo ao segundo objetivo
apresentado, o feijao caupi armazenado em atmosfera com nitrogénio a 20°C
manteve atributos de cor, coccdo e dureza muito proximos aos graos
armazenados pelo mesmo periodo a 15°C.

Palavras-chave: feijdo caupi var. Bico de Ouro; dessecacdo pré-colheita,;
estresse pré-colheita; armazenamento com No.



Abstract

Lindemann, Igor da Silva. Quality of cowpea according to the desiccant used
in the pre-harvest and storage conditions. 2017, 79f. Dissertation (Master in
Science and Technology of food) — Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

Cowpea (Vigna unguiculata) is produced mainly in small properties in the
northeastern region of the country. With the deficit in the supply of beans and the
attractive prices observed in the off season, large producers of the central-west
region began to grow cowpea beans, especially the Bico de Ouro variety. Because
it is a dicotyledon with an indeterminate growth habit, the plants present dry pods,
pods at the ideal point and green pods at the time of harvest. The manual
harvesting on large properties is impracticable, being necessary the application of
desiccants to standardize the senescence of the plants and the degree of
maturation of the grains in order to allow the mechanized harvesting. Thus, this
study aimed to: 1) To evaluate the consequences of using pre-harvest desiccants,
end 2) Evaluate effects of storage temperature and atmosphere on the
technological properties of cowpea, variety Bico de ouro. The herbicides
glyphosate (GLI), glyphosate with carfentrazone (GLI/CAR), end paraquat (PAR)
were tested in pre-harvest, in the first study. Cowpeas collected manually were
used as control (SEM). The grains were also stored at 25°C for 8 months to
evaluate the susceptibility to aging. In the second study, cowpea of the Bico de
ouro variety were stored for 8 months under nitrogen or in a hermetic atmosphere
at 15, 20 or 25°C. The application of herbicides in the pre-harvest changed the
quality parameters of the cowpea. Cowpeas obtained from PAR and GLI treated
plants showed darker coloration soon after harvest. However, in storage, the color
of the cowpea coat treated with PAR remained more stable. The application of GLI
provided accumulation at higher levels of phenolic compounds, especially complex
compounds such as proanthocyanidins. It was possible to identify molecules of
cowpea discrimination as a function of the herbicide used, being them: catechin-3-
glycoside and epicatechin (for grains obtained from plants treated with GLI), Citric
acid (for grains obtained from plants treated with GLI/CAR), end quercetin end
gluconic acid (for grains obtained from plants not submitted to treatment with
herbicides). Residual levels of glyphosate and paraquat were higher than the
maximum levels tolerated by the Codex Alimentarius and the European Union.
With regard to the second objective, the cowpea stored in nitrogen atmosphere at
20°C maintained color, firing and hardness attributes very close to the grains
stored for the same period at 15°C.

Key words: cowpea (Vigna unguiculata); pre-harvest stress; storage N
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1 Introducéo

O Feijao Caupi (Vigna unguiculata L.) € considerado uma importante fonte de
proteinas, carboidratos, fibras dietéticas, vitaminas e minerais. O carboidrato é o
componente majoritario, podendo representar de 50 a 60% da constituicdo do gréo,
seguido pelas proteinas. Por estas caracteristicas, possui importancia no combate a
desnutricdo em paises de baixo poder econdmico, onde a proteina animal ndo esta

disponivel.

Além da importante funcdo nutricional, o feijdo caupi € importante fonte de
compostos bioativos, atribuindo a este alimento carater funcional, com capacidade
antioxidante, antimutagénica, anti-inflamatéria e anti-hipertensiva, desempenhando,
assim, um papel importante na prevencao de doencas cardiovasculares e cronicas

degenerativas, como o cancer.

No Brasil, os maiores niveis de consumo séo observados na regido nordeste.
A producédo nacional esta dividida nas regides Nordeste e Centro-Oeste. Na safra de
2016/17, o Centro-Oeste brasileiro passou a concentrar 0os maiores volumes de
producdo. O grande potencial como alimento para o combate a desnutricdo, a
praticidade de producdo e a capacidade da cultura de se adaptar a condicbes onde
outras culturas ndo se desenvolvem, fez com que o feijdo caupi ganhasse a atencéo

de grandes produtores do Centro-Oeste brasileiro e do mercado internacional.

A producdo em grandes areas tende a aumentar. Entretanto, a cultura
apresenta algumas limitac6es no cultivo, como seu porte, habito de crescimento

indeterminado e produtividade limitada.

O habito de crescimento indeterminado é caracteristico do feijdo, desta forma,
ao final do ciclo, as plantas podem apresentar vagens secas, vagens no ponto ideal
de colheita e vagens verdes. Em pequenas propriedades, as plantas sao arrancadas
ou até mesmo cortadas para perderem a agua e uniformizarem a umidade para,
entdo, possibilitar o desprendimento dos graos da planta. No entanto, essa pratica é
invidvel em propriedades maiores, sendo necesséaria a aplicacdo de dessecantes
para uniformizar a senescéncia e o teor de umidade das plantas, viabilizando, assim,

a colheita mecanizada.
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E importante considerar que os herbicidas utilizados para a dessecacéo, além
de ndo possuirem registro para essa finalidade, podem acumular teor residual nos
graos acima dos teores tolerados pelos 6rgdos reguladores. Além disso, ndo ha

conhecimento sobre consequéncias da dessecacéo para a qualidade dos graos.

Qualidade de feijao, em geral, compreende baixo tempo de coccao, formacao
de caldo espesso e maciez apds a cocg¢do. Os consumidores e 0s comerciantes
associam esses atributos de qualidade a mudanca na coloragdo dos gréos. Estas
mudancgas na coloragdo ocorrem durante o armazenamento e s&o intensificadas

guando as condi¢cfes de temperatura, umidade do ar e dos grédos séo elevadas.

No caso do feijdo caupi, da variedade Bico de Ouro, os grdos tendem a
escurecer durante o armazenamento, de forma semelhante ao que ocorre com o
feijdo carioca, como resultado de rea¢Bes quimicas e enzimaticas, que alteram,
também, a qualidade fisico-quimica e sensorial dos gréos. Desta forma, a reducéo
de temperatura e a mudanca na atmosfera de armazenamento surgem como

ferramentas para minimizar essas perdas de qualidade durante o armazenamento.

Praticas de mudanca na temperatura e da atmosfera durante o
armazenamento sdo ferramentas viaveis, tendo em visto a valorizacdo do feijao
caupi na entressafra, quando o valor do produto pode ser quatro vezes maior do que
o valor praticado durante a safra.

1.1 HipoGteses

A aplicacdo de herbicidas dessecantes na pré-colheita compromete a
gualidade dos graos, refletindo em danos latentes que se manifestarao ao longo do

armazenamento.

Graos de feijao caupi tratados com herbicidas dessecantes na pré-colheita
apresentam teor residual de herbicidas acima dos limites maximos estabelecidos

pela legislacao.

O armazenamento em atmosfera com nitrogénio a 20°C mantém a cor e o

tempo de coccgéo desejados pelo consumidor.
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1.2 Objetivos gerais

Avaliar a qualidade de grados de feijdo caupi em funcdo do herbicida

dessecante utilizado na pré-colheita e das condicfes de armazenamento.

1.3 Objetivos especificos

1.3.1. Avaliar efeitos da aplicacdo de herbicidas na pré-colheita sobre a

qualidade de feijdo caupi da variedade Bico de Ouro.

1.3.2. Verificar a suscetibilidade dos graos as alteracdes de qualidade durante
0 armazenamento, em funcdo do estresse causado pela aplicacdo de herbicidas na
pré-colheita.

1.3.3. Determinar condi¢cbes Otimas de atmosfera e temperatura de
armazenamento para a manutencdo da qualidade dos gréos de feijdo caupi da

variedade Bico de Ouro durante 12 meses de armazenamento.
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2 Revisao bibliografica
2.1 Aspectos econdmicos e de cultivo do feijao caupi

O feijao, pertencente a familia das Fabaceas, antiga familia das leguminosas,
€ considerado o segundo grdao em importancia mundial dentre os grédos desta
familia, ficando somente atras da soja (Glicine max L.). No Brasil e no mundo séo
cultivadas varias espécies de feijdo. As espécies mais conhecidas sdo Phaseolus
vulgaris L. e Vigna unguiculata L., popularmente conhecidas como feijdo comum e

feijdo caupi, respectivamente.

O feijdo caupi possui composicdo basica semelhante ao feijdo comum e é
considerado uma importante fonte de proteinas, carboidratos, fibras, vitaminas e
minerais (MAHADEVAMMA, 2003; VAINIO et al.,, 2015; THARANATHAN). Os
carboidratos sdo 0os componentes majoritarios, podendo representar de 50 a 60% da
constituicdo do grao, seguido por proteinas (17 a 28%), lipideos (3%) e cinzas (3%)
(HUGHES et al., 2009; PHILLIPS et al., 2003).

A proteina do feijao caupi é considerada de qualidade inferior a dos produtos
de origem animal devido ao baixo teor de aminoacidos sulfurados e pela resisténcia
a protedlise em virtude da natureza dos grdos e da presenca de fatores
antinutricionais (DURANTI, 2006). Embora a proteina do feijdo seja considerada de
qualidade inferior, ela é rica em lisina e é geralmente consumida juntamente com
cereais, 0s quais sdo ricos em aminoacidos sulfurados e pobres em lisina. Portanto,
com essa combinacdo, obtém-se pratos com boa qualidade proteica (DILIS;
TRICHOPOULOU, 2009).

Por essas caracteristicas que o feijdo caupi exerce grande importancia no
combate & desnutricdo em diversos paises, sendo, por isso, cultivado em regides
tropicais e subtropicais da Africa, Asia, América, Europa e Oceania, abrangendo 97
paises. Dentre os paises produtores, Nigéria e Brasil sdo os que tém a maior area
cultivada e as maiores producfes, porém, esses mesmos paises, nao detém os
maiores niveis de produtividade (FILHO et al., 2011; NGALAMU et al., 2014).

Somente no Brasil, a producédo de feijao caupi na safra 2016/17, segundo
levantamento realizado pela Conab (2017), foi de 649 mil toneladas, o que

representou um aumento de 79% superior as 362,5 mil toneladas da safra anterior.
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Nesse cenario, 0 Mato grosso figurou como o principal produtor individual do gréo,
com participacéo de 34,7% do total.

Diferentemente da realidade de outras culturas, a producdo média por hectare
de feijdio caupi ainda é baixa (préximo a 0,5 ton.ha™), quando comparada com soja,
milho e o proprio feijdo comum. Isso se deve, principalmente, aos escassos
investimentos em melhoramento genético e ao fato de ainda ser produzido em
pequenas areas, de agricultura familiar, que geralmente desprendem pouco
investimento no manejo do solo e no manejo fitossanitario (FILHO et al., 2011,
NEDUMARAN et al., 2013).

No Brasil, o feijdo caupi ainda € cultivado predominantemente em regides
semiaridas do nordeste brasileiro (Figura 1), em pequenas propriedades, onde
outras culturas leguminosas anuais, em razao da irregularidade das chuvas e das
altas temperaturas, ndo se desenvolvem satisfatoriamente. No entanto, essa
realidade esta mudando, e nos ultimos anos o feijdo caupi passou a ser cultivado no
Centro-Oeste brasileiro, como “safrinha”, apds as culturas da soja, do milho, do arroz
e, em alguns locais, até como cultura principal (CONAB, 2015; NGALAMU et al.,
2014).

Figura 1. Distribuicao geografica das principais regiées produtoras de feijao caupi no Brasil
Fonte: Dados obtidos da CONAB (2012).
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O interesse de produtores do Centro-Oeste brasileiro por cultivar o feijao
caupi é atribuido a perspectiva de crescimento do mercado interno e externo para o
consumo. O grande numero de paises que comercializam feijado caupi, o volume de
producdo, sua qualidade nutricional e a escassez de alimentos no mundo sdo
algumas das justificativas para o possivel crescimento do mercado consumidor. O
mercado para o feijdo caupi ainda é restrito pelo fato dos paises produtores serem,
também, grandes consumidores. Desta forma, a comercializacdo internacional é

restrita, atribuindo a cultura uma caracteristica de produto regional.

2.2 Manejo de pré-colheita do feijdo caupi

O feijdo caupi, como a maioria das leguminosas, apresenta crescimento
indeterminado. Isso significa que a area de cultivo ndo seca uniformemente e as
vagens de uma mesma planta ndo atingem a senescéncia ao mesmo tempo,
podendo apresentar regides verdes e outras ja secas durante a maturacdo (Figura
2). Para a reducédo no teor de a4gua das plantas de maneira uniforme e rapida, e
ainda diminuir a presenca de plantas daninhas, produtores usam, frequentemente,
herbicidas com a¢éo dessecante (IQBAL et al., 2015; SOLTANI et al., 2013).

Figura 2. Feijdo caupi, variedade Bico de ouro. Proximo a colheita, em uma mesma area ou
mesmo entre vagens de uma Unica planta é possivel encontrar algumas partes ja secas e
outras ainda verdes.



20

Dentre os herbicidas, o mais utilizado nas operacdes de pré-colheita € o
glifosato (Figura 3A) (N-fosfonometil glicina). Esse dessecante € utilizado geralmente
em pos-emergéncia, ndo é seletivo e € capaz de controlar efetivamente diversas
plantas invasoras (MARZABADI et al., 1992). Em contraste com muitos herbicidas
de contato, os sintomas fitotoxicos causados pelo glifosato geralmente aparecem
lentamente, podendo levar a morte varios dias apés a aplicacdo. Os sintomas mais
comuns observados apds a aplicacdo sdo a clorose foliar, seguida de necrose,
enrugamento ou malformacdes, necrose de meristema, rizomas e estoldes de
plantas perenes (MICHAEL et al., 1993).
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Figura 3. Estrutura quimica do glifosato (A), carfentrazona (B) e paraquate (C).

A translocacéo do glifosato se d4, predominantemente, via floema e também
pelo xilema. O ingrediente ativo pode se mover via apoplasto, uma vez que a parede
celular e a plasmalema possuem cargas negativas, que repelem o glifosato por seu
carater anidbnico (YAMADA, 2007). Na planta, atua na via do chiquimato,
especificamente inibindo a enzima 5-enolpiruvil-chiguimato-3-fosfato sintase
(EPSPS), que catalisa a formacédo de 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato (EPSP) a
partir de chiquimato-3-fosfato e fosfonolpiruvato (STEINRUCKEN; AMRHEIN, 1980).

Com a inibicAo da enzima, ha o bloqueio da via do chiquimato, que é
responsavel por fixar 20% do carbono em plantas, e a suspensao da sintese de trés
aminoacidos aromaticos essenciais: triptofano, fenilalanina e tirosina (KIELAK et al.,
2011 READE; COBB, 2002; REDDY; DUKE, 2014).

Além disso, relatos sobre efeitos da aplicacdo de glifosato na sintese de
fendis especificos sdo numerosos. Uma revisao detalhada foi realizada por Egley et

al. (1985) e seu estudo indicou que o glifosato pode aumentar a atividade da enzima
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fenilalanina aménialiase (PAL), concomitantemente com o decréscimo na
concentracdo de fendis secundarios, provavelmente devido a uma reducdo no
controle da inibicdo da PAL. Assim, além de suprimir os aminoacidos aromaticos, 0s
niveis toxicos de produtos da atividade da PAL, que sdo os ions amdnio e cinamato
(e seus derivados) podem sobrecarregar os processos metabdlicos da célula vegetal
(EGLEY et al., 1985).

Outros estudos, como o realizado por Maroli et al. (2016), destacaram que a
utilizacdo de glifosato em doses reduzidas induz a acumulacdo de aminoacidos
recém formados devido a reducdo na sintese de novas proteinas. Gomes et al.
(2016) avaliaram efeitos secundérios do glifosato e do acido aminometilfosfonico
(AMPA), que é produto oriundo da metabolizacdo do glifosoto, e concluiram que
além de atuacdes na rota do chiquimato, esses produtos atuam na biossintese de
clorofila, com efeitos diretos na fotossintese. Além disso, os autores relataram
aumentos de espécies reativas de oxigénio (ERO) acima do limite sensivel das
plantas, provocando a degradacdo da clorofila e diminuicbes na taxa fotossintética

ou na eficiéncia da fotossintese.

S&do inumeros os relatos sobre a atuacdo do glifosato nas plantas e que
indicam que compostos toxicos intermediarios séo sintetizados quando o glifosato é
metabolizado, mas este mecanismo ainda ndo esta totalmente elucidado (GOMES et
al.,, 2016). Em alguns estudos, pesquisadores buscaram determinar as
consequéncias da exposicdo continua ao glifosato. O que sabe até entéo, e ndo de
forma unanime, é que a exposicdo conduz a efeitos indesejaveis para
microrganismos do solo (KREMER; MEANS, 2009), insetos (SASKA et al., 2016),
para a saude reprodutiva de roedores machos (CAl et al.,, 2017), humanos
(WILLIAMS et al., 2016) e para peixes (GIANNINI, 2013).

O mesmo nivel de estudos relatados para o glifosato ainda néo € observado
com outros herbicidas. Sado escassos 0s relatos na literatura sobre o comportamento
de herbicidas do grupo protoporfirinogénio oxidase (Protox). Herbicidas desse grupo
séo sistémicos e sao utilizados em combinacdo com glifosato para a dessecacao de
feijdo caupi. Os inibidores de Protox, como a carfentrazona etilica (Figura 3B), séao
descritos como poderosos inibidores da enzima Protox, responsavel pela biossintese
de clorofila e heme. Esta enzima catalisa a oxida¢do do protoporfirinogénio 1X em

protoporfirina 1X, e conclui com a formagéo de radicais de oxigénio singlete e triplete,
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que sado considerados potentes oxidantes de células vegetais (READE; COBB, 2002;
ZHANG et al., 2004).

Outro herbicida muito utilizado para uniformizar a senescéncia de feijoes em
pré-colheita, porém com acdo de contato, é o paraquate (Figura 3C) (SOLTANI et
al.,, 2013). O paraquate atua especificamente no cloroplasto, reagindo com os
elétrons produzidos pelo Fotosistema I. O paraquate inibe a reducdo do NADP ao
NADPH, durante a fotossintese. Essa interrupcdo leva a formacédo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), tais como peréxido de hidrogénio (H.O,) e hidroxila livre
(OH) (ANANIEVA et al.,, 2002; FUERST; VAUGHN, 1990). ERO interagem
rapidamente com lipideos, promovendo a peroxidacdo lipidica irreversivel com
danos subsequentes em organelas celulares, proteinas e destruicdo de &cidos
nucleicos (AKSAKAL, 2013).

O uso generalizado do paraquate na agricultura é relatado como um dos
responsaveis pela deteccdo de residuos em amostras ambientais, alimentares e
biolégicas (AWADALLA, 2012; CHEN et al., 2012). A toxicidade causada pelo
paraquate estd essencialmente relacionada a sua répida reducdo e posterior
reoxidacao, para produzir as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (DINIS-
OLIVEIRA et al., 2006). Nos vertebrados, a exposicdo aguda a niveis elevados de
paraquate provoca toxicidade pulmonar. A exposi¢cao crénica pode causar grandes
danos ao figado, aos pulmdes e aos rins (AWADALLA, 2012; CHEN et al., 2012) e
aumenta o risco de ocorréncia da doenca de Parkinson (GOLDMAN, 2014; HOU et
al., 2017).

E importante ressaltar que os herbicidas utilizados para a dessecacdo no
sao registrados para tal funcdo e podem apresentar teor residual nos graos em
niveis néo tolerados pelo Codex Alimentarius (2016) e pela Unido Européia (2011).
Na tabela 1 sdo apresentados os limites maximos de glifosato, carfentrazona e
paragquate em graos de feijao, estabelecidos pela Codex Alimentarius (2016) e pela
Unido Européia (2011).
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Tabela 1. Limites dos residuos de glifosato, carfentrazona e paraquate para gréos de feijao.

Produto Codex Alimentarius (mg/Kg) Unido Européia (mg/Kg)
Glifosato 2,00 0,10
Carfentrazona --* 0,01
Paraquate 0,50 0,02

* Limites ndo estabelecidos.

Sado poucos o0s produtos registrados no Sistema de Agrotoxicos
Fitossanitarios (Agrofit) do Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA) para a préatica de dessecacdo de feijao em pré-colheita. Os produtos
registrados sdo Sumisoya (Flumioxazina), Finale (Glufosinato de amonio) e
Fascinate BR (Glufosinato de amoénio), que devem ser utilizados, quando

necessario, sempre com orientacdo de um Engenheiro Agrénomo.

2.3 Compostos bioativos no feijdo caupi

Os compostos bioativos presentes nos graos podem ser classificados em
compostos fendlicos livres ou ligados a componentes de parede celular (ADOM; LIU,
2002). Os compostos fendlicos ligados, geralmente estdo unidos por ligacdes
covalentes a estruturas de parede celular, tais como celulose, hemicelulose, lignina,
pectina e proteinas estruturais (WONG, 2006), enquanto os compostos fendlicos
livres estdo presentes, predominantemente, no vacuUolo das células vegetais
(PANDEY; RIZVI, 2009).

Os compostos fendlicos apresentam um anel aromético ou mais, com um ou
mais grupos hidroxila ligados (Figura 4). Os compostos fendlicos sao produzidos a
partir da fenilalanina ou de outro intermediario da rota do chiquimato. A fenilalanina
amonialiase (PAL) é a enzima-chave responsavel por catalisar a biossintese.
Dependendo do grau de complexidade, os compostos fendlicos podem ser
classificados em acidos fendlicos, estilbenos, lignanos e flavonoides (Figura 4)
(CARTEA et al., 2011; ZUITER, 2014).

No feijdo caupi, os acidos fendlicos sdo descritos como ésteres de acidos

aldarico e metilaldarico, de acidos trans-feralico, trans-p-cumarico e protocatecaico,
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bem como derivados comuns de ésteres de acido p-hidroxibenzdico, acido caféico,
acido galico e acido siringico (CAl et al. 2003, NDERITU et al., 2013).

Em um estudo mais detalhado, realizado por Cai et al. (2003), foram
identificados e quantificados acidos fendlicos em 17 variedades de feijdo caupi
(Vigna unguiculata L.) e as concentracfes variaram de 14,8 até 117,6mg/100g.
Luthria e Pastor-corrales (2006), em um estudo semelhante conduzido com 15
variedades de feijado comum (Phaseolus vulgaris), reportaram teores entre 19,1 e
48,3mg/100g.

HO_ _o
A OH B C R1
Ra O R3
\
RN R Q)
R2 i -
Fenol Acido Estibileno
simples fendlico
D
R1 R2
Lignina Flavonoides

Figura 4. Diferentes grupos de compostos fendlicos e suas estruturas quimicas.
Fonte: ZUITER, 2014.

Os acidos fendlicos sdo uma das classes de compostos bioativos que mais
aparecem no feijdo caupi e sdo descritos como compostos simples (Figura 4A e B),
definidos como compostos intermediarios ou de inicio de rota dos metabolitos
secundarios. Ao final da rota estéo localizados compostos mais complexos, como 0s

pertencentes ao grupo dos flavonoides (Figura 4E).

Os flavonoides existem naturalmente em formas conjugadas, geralmente
como glicosideos. Cada grupo de flavonoide consiste em um grande numero de
flavonoides especificos, que diferem no nimero e na posi¢cdo de substituicdo por

hidroxilagdo, hidrogenacdo, metilagdo, glicosilagdo, malonilacdo e sulfatacdo. As
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principais classes de flavonoides s&o: flavondis, flavonas, flavanonas,
proantocianinas (catequinas), antocianinas, isoflavonas, dihidroflavonéis e chalconas
(TAIZ; ZEIGLER, 2004; ZUITER, 2014).

Os flavonoides podem influenciar na cor do tegumento dos grdos. De modo
geral, o feijdo caupi de tegumento vermelho tende a acumular mais
proantocianidinas, enquanto que genétipos de tegumento preto tendem a acumular
mais antocianinas. No entanto, a cor do tegumento do grdo ndo € um indicativo fiel
sobre a quantidade de compostos fendlicos acumuladas no tegumento dos graos
(OJWANG et al. 2013).

Em variedades de feijdo caupi de tegumento preto foram reportados de 20 a
25mg/100g de antocianinas no tegumento e de 3 a 100mg/100g de antocianinas no
grao inteiro (CHANG; WONG, 2004; HA, et al. 2010; OJWANG, et al. 2012). Em
todas as variedades de tegumento preto os elementos dominantes no gréo inteiro
foram delfinidina-3-O-glicosideo, seguido de cianidina-3-O-glicosideo e de
petunidina-3-O-glicosideo, enquanto que no tegumento dos grdos foram 3-O-
glucosidos delfinidina e cianidina. No entanto, até o momento, ndo ha relatos de

proantocianidinas nesses graos.

As proantrocianidinas (também denominadas de taninos condensados) séo
encontradas predominantemente no tegumento de feijdo caupi de coloracéo
vermelha, marrom e castanha. Os principais compostos incluem polimeros de (epi)
catequina, (epi) galocatequina e (epi) afzelequina (DIAZ et al. 2010). Ojwang et al.
(2013), avaliando a presenca de proantocianinas em feijdo caupi, reportaram teores
que variaram de 20 a 63mg/100g. Ainda de acordo com os autores, a variedade
castanha clara continha cerca de 22mg/100g, enquanto que outra variedade marrom

clara apresentou aproximadamente 63mg/100g.

A cor do tegumento de algumas variedades pode alterar durante o
armazenamento, principalmente por alteragcbes nos compostos fendlicos, enquanto
em outras variedades, embora ocorram alteracdes nos constituintes dos graos, o
tegumento permanece com a mesma cor (FILHO et al., 2011; OJWANG et al., 2012).
Essas alteracbes no armazenamento também implicam em modificagbes na

disponibilidade e na estrutura desses compostos.
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A alteragdo no comportamento dos compostos fendlicos ndo se restringe ao
armazenamento. O processo de cocgao e a digestdo gastrointestinal também podem
alterar o comportamento dos compostos fendlicos no alimento (GIL-IZQUIERDO et
al., 2001; XU; CHANG, 2009). O conhecimento do destino dos metabolitos apds o
cozimento e potencial biodisponibilidade e bioatividade no organismo sao
fundamentais para que possam ser conhecidos os reais beneficios para a saude. A
digestibilidade gastrointestinal simulada € uma maneira facil e barata de estudar a
estabilidade dos componentes de alimentos durante a digestdo (FAILLA;
CHITCHUMRONCHOKCHAI, 2005).

A digestdo do alimento pode liberar compostos fendlicos ligados (LIYANA;
SHAHIDI, 2004; MANDALARI et al., 2010), melhorando sua bioacessibilidade.
Hachibamba et al. (2013) avaliaram o comportamento do extrato do feijdo caupi
apos a coccdo e a digestdo enzimatica simulada, e concluiram gue esse processo
pode tornar alguns fendlicos menos extraiveis, promovendo a ligacdo com outros
componentes de alimentos, ou mais extraiveis, devido a liberacdo de formas

complexadas.

Nderitu et al. (2013) relataram que o processo de digestdo de feijdo caupi
cozido afeta a composicdo fendlica. Os &acidos fendlicos, seus derivados e as
proantocianinas, tais como a epicatequina e dimeros de procianidina, podem sofrer
degradacdo, enquanto que os glicosideos de flavonol e a catequina se mostram
relativamente estaveis. No entanto, nos dois estudos, os extratos de feijdo caupi
mantiveram suas propriedades de eliminacdo de espécies reativas de oxigénio,
responsaveis por causar doencas cronicas degenerativas (HACHIBAMBA et al.
2013; NDERITU et al., 2013).

Avaliacdes de Hachibamba et al. (2013) concluiram que ap0s a coccdo e a
digestdo do feijao caupi 0 seu extrato manteve uma taxa significativa de inibicdo na
oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL - Low Density Lipoproteins)
humano a uma concentragdo de 2mg/mL, comprovando que 0s compostos fendlicos
podem potencialmente previnir doencgas cardiovasculares. Além disso, Gutiérrez-
uribe et al. (2011) concluiram que o feijdo caupi € um importante agente

antioxidante, pois inibe o crescimento de células cancerigenas. A atividade
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antioxidante foi atribuida principalmente aos compostos fendlicos livres, presentes,

predominantemente, no tegumento do gréo.

O beneficio da ingestdo de compostos fendlicos livres ou ligados depende do
impacto desejado na saude. A ingestdo dietética de formas insolaveis (ou ligadas)
tera uma atividade quimiopreventiva contra o cancer de colon, por exemplo. Ja a
ingestdo dietética de formas livres sera mais rapidamente absorvida no estbmago e
no intestino delgado e distribuida por todo o corpo com outros beneficios para a
saude (CHANDRASEKARA; SHAHIDI, 2011).

Dessa forma, esses compostos atribuem ao feijdo um carater de alimento
funcional com capacidade antioxidante, antimutagénica, anti-inflamatéria e anti-
hipertensiva, desempenhando, assim, um papel importante na prevencédo de
doencas crbnicas degenerativas cardiovasculares e na prevengdo de céancer
(AWIKA; DUODU, 2016; HAYAT et al., 2014; OJWANG et al., 2012).

2.4 P6s-colheita de feijao caupi

A producéo de feijao caupi ndo ocorre durante todo o ano e para que a oferta
seja garantida de forma uniforme é necessario o armazenamento dos graos. Durante
0 armazenamento 0s grados podem passar por alteracdes quimicas e fisicas que
podem reduzir o valor de mercado. Segundo Njorge et al. (2014), as maiores
alteracbes durante o armazenamento s&o observadas com a combinagdo de
elevada temperatura, umidade relativa do ambiente e elevado teor de agua dos

graos.

As alteragBes durante o armazenamento estdo associadas, também, com a
suscetibilidade da cultivar. Algumas variedades ndo apresentam alteracdo de cor
durante o0 armazenamento, enquanto outras alteram a cor de maneira muito

significativa, como é o caso da do feijao caupi da variedade Bico de Ouro.

O processo de escurecimento estd associado com o envelhecimento do
feijdo, que, por sua vez, faz parte do desenvolvimento do defeito “HTC” (do inglés
“hard to cook” ou “dificil de cozinhar”), que esta relacionado ao aumento no tempo
de coccao e na dureza dos gréos cozidos e com a reducdo nos atributos de
palatabilidade, aceitabilidade e valor nutricional (GRANITO et al., 2008; NASAR-
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ABBAS et al., 2008; NJOROGE et al., 2014; NJOROGE et al., 2016; SIQUEIRA et
al., 2016).

O HTC nédo € necessariamente desenvolvido pelo tempo que transcorreu
apos a colheita, mas sim, principalmente, pelas condi¢cdes nas quais os graos foram
mantidos nesse periodo. H4& um consenso entre diversos autores de que o
desenvolvimento desse defeito é um processo complexo, que engloba uma série de
reacdes quimicas e enzimaticas (NASAR-ABBAS, et al.,, 2008; NJOROGE et al.,
2014; NJOROGE et al., 2016; SIQUEIRA et al., 2016).

De acordo com a literatura, h& varios fatores externos e internos ao gréo que
contribuem simultaneamente para o desenvolvimento do fenébmeno HTC (MAURER
et. al., 2004). Os fatores sdo categorizados como estruturais (degradacao de
organelas citoplasmaticas, baixa integridade do plasmalema e lignificacdo de
lamelas médias) e alteracdes de composicdo (formacdo de pectina insoltvel,
oxidagdo lipidica, polimerizagdo, catabolismo do &cido fitico, interagbes entre
proteinas, compostos fendlicos e polimeros, deposicdo de material semelhante a
lignina) (AGUILERA; RIVERA, 1992; HINCKS; SANLEY, 1986; STANLEY;
AGUILERA,1985).

Um estudo realizado por Hincks e Stanley (1986) propds que o fenGmeno
HTC nas leguminosas ocorre em altas temperaturas e umidade. Segundo o0s
autores, essas condicdes propiciam a hidrélise de fitato e a deposicdo de material
semelhante a lignina nas paredes celulares. Essas alteracdes causam a reducéo da
separacdo celular dos grédos durante o cozimento e, consequentemente, um

aumento no tempo de cocgéo.

Em outro estudo, realizado por Shiga e Lajolo (2006), foi observado que os
constituintes de parede celular, dentre eles fibras detergentes acidas e neutras,
lignina, celulose e hemicelulose foram aumentados durante o armazenamento.
Outros estudos, abordaram as mudancas que ocorrem na lignina, nos taninos
condensados e na fitase durante o armazenamento e sua contribuicdo para o
desenvolvimento de HTC em diferentes graos, como feijjdo comum e caupi.
(GOMEZ-GARZA; MILAN-CARRILLO, 2000; MEDOUA; MBOFUNG, 2006;
PIRHAYATI et al., 2011). De acordo com os relatos, o mecanismo de lignificacédo se

da através da migracdo de compostos aromaticos de camadas mais externas dos
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gréos para superficies de paredes celulares onde atuam como precursores em

reagOes semelhantes a lignificagéo.

Hincks e Stanley (1986) buscaram estabelecer a contribuicdo potencial da
lignificagdo no fendbmeno HTC em feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) usando
microscopia eletronica de varredura. Nas suas descobertas, o material da parede
celular de gréos duros apresentava a deposicéo de celulose, que € um precursor do
processo de lignificacdo. Esse comportamento néao foi observado no seu tratamento

controle.

Em outra abordagem, Molina et al. (1983) relataram um aumento do teor de
proteina lignificada em cotilédones de feijdo (Phaseolus vulgaris) durante o
armazenamento a 25°C e 70% de umidade relativa. Hincks e Stanley (1986) e
Srisuma et al. (1989) também relataram aumentos significativos no teor de lignina e
nos teores de proteinas lignificadas, os quais foram correlacionados com um

aumento no tempo de coccgéo.

Hohlberg e Stanley (1987) relataram aumento significativo em pequenos
polipeptideos e aminoacidos aromaticos livres durante o armazenamento de feijao
preto (Phaseolus vulgaris L.) sob diferentes condicdes de armazenamento.
Pequenos polipeptideos e aminoacidos aromaticos livres sao produtos de hidrélise
de proteinas. Desta forma, o aumento dessas proteinas simples e o
desenvolvimento de HTC em grédos sugerem uma possivel ligacdo, principalmente
pela migracdo dos pequenos polipeptideos e aminoacidos aromaticos livres para a
lamela média, onde sdo polimerizados e lignificados, possivelmente pela acdo de

enzimas que atuam em temperaturas mais elevadas.

Kruger et al. (2014) e Njoroge et al. (2016) investigaram o papel que 0s
minerais desempenham no desenvolvimento do defeito HTC no feijao caupi. Os
autores observaram que Ca e Mg se movem e se concentram em torno da lamela da
parede celular, onde provavelmente se ligam a pectina, reduzindo sua solubilidade.
De acordo com Njoroge et al. (2016), o comportamento no desenvolvimento do
defeito HTC varia durante o armazenamento de acordo com a temperatura e a
umidade relativa de armazenamento, devido a reducédo da solubilidade da pectina,
ndo como resultado da demetoxilacgdo de pectina catalisada pela pectina

metilesterase, mas sim, devido a ligacdo cruzada covalente com agucares.
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O desenvolvimento do HTC durante o armazenamento ndo € interessante
porque, para o consumidor, o feijao de qualidade possui baixo tempo de coccéao,
forma caldo espesso e € macio ap0s o preparo. No momento da compra, 0S
consumidores associam a cor do tegumento clara do produto ao gréo recém-colhido,
com baixo tempo de coccdo e macio ap0s 0 preparo. Ja 0S grados escuros, sdo
considerados velhos e com caracteristicas tecnologicas indesejaveis. Hughes e
Sandstead (1975) reportaram que 0s consumidores e 0s processadores de feijao
evitam comprar o produto escuro, pois a cor € considerada como um indice de
qualidade.

Para minimizar a perda de qualidade durante o armazenamento de feijao
existem algumas técnicas, como o uso de atmosfera modificada com nitrogénio
(BRACKMANN et al., 2002; NASAR-ABBAS et al., 2008a) e de baixas temperaturas
(CAFFIN, 2002; MARIA et al. 2007; NASAR-ABBAS et al., 2009; YOUSIF, DEETH,;
YOUSIF et al, 2003), os quais parecem ser eficazes na preservacdo de

caracteristicas fisicas, quimicas e tecnoldgicas de feijdes durante o armazenamento.

Existem muitos estudos em que pesquisadores avaliaram efeitos da
temperatura e da umidade relativa durante o armazenamento sobre propriedades
fisico-quimicas e tecnologicas de feijdes comuns. No entanto, ha poucos relatos na

literatura sobre o uso de atmosfera modificada de armazenamento com nitrogénio.

Nasar-Abbas et al. (2008) armazenaram fava (Vicia faba) sob atmosfera
modificada com nitrogénio e concluiram que este é o melhor sistema de
armazenamento para preservar a cor do tegumento e o comportamento de cocgdo
apos 12 meses de armazenamento. As mudancas na cor e no teor de fendlicos
parecem ocorrer em conjunto com o endurecimento do grdo, de acordo com a

pesquisa realizada por Brackmann et al. (2002) e Nasar-Abbas et al. (2008a).

Em outro estudo, realizado por Vanier et al. (2014), com feijao carioca
(Phaseolus vulgaris L.), a utilizacdo de nitrogénio no sistema de armazenamento
reduziu os estresses celulares causados pelo armazenamento adverso na atmosfera
normal (com presenca de oxigénio). Desta forma, o nitrogénio no ambiente de
armazenamento manteve a qualidade dos grdos por um periodo maior do que o

armazenamento sob sistema convencional (com oxigénio).
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3 CAPITULO 1 - Efeitos da utilizacdo dos herbicidas glifosato, carfentrazona e
paraquate na dessecacdo preé-colheita sobre propriedades quimicas e

tecnoldgicas do feijdo caupi da variedade Bico de Ouro

3.1 Introducéo

O feijao caupi (Vigna unguiculata L.) é considerado resistente as condi¢cfes de
tempo seco e quente, observadas principalmente nas regides semiaridas em todo o
mundo (FAO, 2017). No Brasil, o feijao caupi foi inicialmente cultivado em pequenas
fazendas localizadas no Norte e no Nordeste do pais (FILHO et al.,, 2011). No
entanto, hoje em dia, o feijao caupi esta sendo cultivado em grandes fazendas
localizadas no centro-oeste do pais, onde a colheita manual deu espaco a colheita
mecanica, ja que a area colhida em cada fazenda pode variar de poucas centenas a

mais de 1000 hectares.

O feijdo caupi naturalmente apresenta habito de crescimento indeterminado.
Isso significa que as plantas podem reter folhas verdes durante a maturacdo do
grao, o que prejudica ou atrasa a colheita mecanizada (IQBAL et al., 2015). Assim, o
tratamento com herbicidas é necessario para permitir a colheita mecanizada. A
estratégia € amplamente empregada em grandes areas de cultivo, especialmente
em espécies e cultivares que expressam 0 habito de crescimento indeterminado
(SOLTANI et al., 2013).

Os herbicidas mais utilizados pelos agricultores brasileiros sdo o glifosato, os
inibidores de protox e o paraquate, bem como a combinacdo de inibidores de
glifosato e protox nos mesmos tratamentos de pulverizacéo. E importante ressaltar
gue os herbicidas citados ndo podem ser utilizados no feijao caupi durante a fase de
maturagdo. No entanto, os agricultores ainda assim utilizam esses tratamentos, uma

vez que é a Unica maneira de viabilizar a colheita mecanizada com bom rendimento.

Os efeitos dos herbicidas na dessecacdo das culturas estdo bem
estabelecidos, mas poucos relatos na literatura informam sobre o impacto da
dessecacado na qualidade dos graos. De acordo com Unver et al. (2010), as plantas
podem apresentar respostas diferentes aos estresses bidticos e abidticos, o que
afeta o teor dos compostos bioativos das plantas. Komives e Schroder (2016)

publicaram um artigo de revisdao sobre o mecanismo de ag¢ao do glifosato e seus
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efeitos sobre os metabdlitos secundarios das plantas e declararam que mais estudos
sd0 necessarios para elucidar a sintese de metabdlitos especializados em funcéo

dos tratamentos de dessecacéao.

Objetiva-se, com o0 presente estudo, avaliar efeitos do uso de glifosato,
glifosato mais carfentrazona, e paraquate como herbicidas dessecantes pré-colheita
sobre propriedades quimicas e tecnoldgicas dos graos de feijao caupi da variedade
Bico de Ouro. Os teores residuais dos herbicidas nos grédos também foram

avaliados.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Material

Foram utilizados gréaos de feijdo caupi da variedade "Bico de ouro" produzidos
na safra 2015/2016, no interior de Primavera do Leste, Mato Grosso, Brasil. Foram
utilizadas quatro parcelas de campo de 25ha cada. Em cada parcela de 25ha, trés
areas de 10mx20m foram consideradas como repeticfes para analises de amostras.
As préaticas agrondmicas de semeadura, adubacdo e manejo de insetos e fungos
foram idénticas em todos os campos. Além disso, a fertilidade do solo foi semelhante
entre as parcelas de campo.

Foram testados trés tratamentos: 1) o tratamento A (GLI) consistia em 1824g
de ingrediente ativo de glifosato (Glizmax® Prime, Monsanto do Brasil, Sdo Paulo,
Brasil) por hectare; 2) o tratamento B (GLI/CAR) consistia em 18249 de ingrediente
ativo de glifosato + 0,032g de ingrediente ativo de carfentrazona (Aurora®, FMC
Corporation, Filadélfia, EUA) por hectare; e 3) o tratamento C (PAR), referente a
aplicacdo de 552g de ingrediente ativo de paraquate (Tocha®, HuBei XianLong
Chemical Industry Co., China) por hectare. Uma das areas de cultivo (25ha) foi
mantida sem aplicacdo de herbicida pré-colheita (SEM). Na figura 3 sao
apresentadas imagens das diferentes areas apds 24h de dessecacdo ou colheita

manual, no caso do tratamento sem aplicacao de herbicida.
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Figura 5. Areas com os diferentes tratamentos, onde “A” corresponde ao tratamento com
glifosato, “B“ glifosato + carfentrazona, “C* aplicagdo com paraquate e “D“ sem aplicagéo
(plantas colhidas manualmente e deixadas ao solo para secagem natural dos graos).

Os herbicidas foram aplicados 70 dias ap6s a semeadura, utilizando um
pulverizador autopropelido (Jacto, Uniport3030, Brasil). As parcelas tratadas com
GLI, GLI/CAR e PAR foram colhidas mecanicamente com 4, 3 e 2 dias,
respectivamente, apos o tratamento com herbicida, quando as plantas apresentaram
abscisao total das folhas e os grdos estavam com grau de umidade de 13%. As
plantas de feijao caupi ndo tratadas (sem aplicacdo) foram manualmente colhidas
apos 70 dias e colocadas sobre o solo (figura 5D). As plantas foram mantidas nessa
condicdo até os graos atingirem 13% de teor de agua, para entdo os graos serem
desprendidos das plantas.

Os graos de feijdo caupi foram limpos, acondicionados em sacos de réafia e
imediatamente transportados para o Laboratério de P6s-Colheita, Industrializacédo e
Qualidade de Grdos (LABGRAOS) da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL),

onde foram armazenados e analisados.
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3.2.1 Métodos

3.2.1.1 Cor do tegumento e tempo de coccao

Os atributos de cor das amostras de feijao foram determinados utilizando um
colorimetro Minolta (CR-410, Konica Minolta, Japdo). O parametro colorimétrico a*
foi obtido e utilizado para comparacao de amostras. O valor a* expressa vermelho
(+) ou verde (-) (figura 6), sendo calibrado com um padrdo de fundo branco que
acompanha o aparelho.

Verde [

Preto

Figura 6. Diagrama para a localizagdo das cores no eixo colorimétrico.

O tempo de coccéo foi determinado segundo o método proposto por Mattson
(1946) e alterado por Wang e Daun (2005). O tempo de cocgéo foi avaliado com 25
graos uniformes e inteiros previamente embebidos em 80mL de agua destilada, por
14h, a 25°C, e colocados no equipamento de Mattson modificado, com 25 hastes.
Cada haste apresenta comprimento de 2,0mm e massa de 89g, possuindo, na
extremidade, uma ponta afunilada com 2,05mm de diametro e comprimento de
9mm, para a penetracdo no grdao em analise. O equipamento com os gréos foi
colocado em copo de Becker de 2000mL, contendo 400mL de &agua destilada,
fervendo em chapa elétrica. Em continuidade, o tempo de coccdo das amostras
passou a ser cronometrado em minutos apés a agua atingir a temperatura de 90°C.
O tempo de coccéo era finalizado pela queda da 132 vareta, perfurando, deste modo,
mais de 50% dos graos.
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Foram também determinadas as alteracdes no valor a* (Aa*) e no tempo de
coccao (Atempo de coccao) dO feijdo caupi durante 8 meses de armazenamento. O caupi
foi armazenado a 25°C em sacos de polietileno de 0,16mm de espessura de filme e
capacidade para 1,5kg de feijdo caupi. Os graos foram acondicionados em uma

nova embalagem de polietileno a cada 30 dias para evitar a auséncia de oxigénio.

3.2.1.2 Compostos fendlicos totais e proantocianidinas

3.2.1.2.1 Extracao de fendlicos livres

A extracdo de compostos fendlicos livres foi realizada de acordo com o
meétodo descrito por Qiu et al. (2010), com algumas modificacdes. O grao moido (29)
foi extraida duas vezes com solvente Acetona/Agua (70:30 v/v). Para cada extracao,
a mistura foi mantida num agitador mecéanico (Certomat Biotech International,
Alemanha) durante 1h a 150rpm, em temperatura ambiente. Apos centrifugacéo
(5430-R, Eppendorf AG, Alemanha) a 1430 x g durante 5min, os sobrenadantes
obtidos a partir de cada extracdo foram combinados e concentrados até a secura
utilizando um evaporador rotativo a 35°C. Os extratos secos foram redissolvidos em
20mL de solvente Acetona/Agua (70:30 v/v) e utilizados como extratos brutos para a
quantificacdo total dos compostos fendlicos livres.

3.2.1.2.2 Extracao de fendlicos ligados

A extracdo de compostos fendlicos ligados foi realizada de acordo com o
método descrito por Alves et al. (2016), com pequenas modificacdes. Lavou-se o
residuo obtido apés duas fases da extracdo de fendlicos livres utilizando
Acetona/Agua (70:30 v/v) com agua destilada, filtrou-se e deixou-se secar, sob
escuro. Inicialmente, adicionou-se 5,0mL de agua destilada ao residuo da extracao
de compostos fendlicos livres. Em seguida, o residuo foi hidrolisado com 5uL de a-
amilase (50 unidades/pL) de Bacillus licheniformis (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) a
37°C durante 15min. A reag&o enzimatica foi entdo interrompida, deixando o material
a 90°C durante 5min. O material foi submetido a hidrolise alcalina com 40mL de
NaOH 4M em um homogeneizador durante 4h. Apés digestéo, a solugéo foi ajustada
para um pH entre 1,5 e 2,0, com HCI 6M, e depois extraida trés vezes com aliquotas
de 70mL de acetato de etila. As fracbes de acetato de etila combinadas foram
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evaporadas até a secura e avolumadas em 5mL de solvente Acetona/Agua (70:30
v/v), constituindo o extrato de compostos fendlicos ligados (ou também denominados

“‘complexados” ou “insoluveis”).

3.2.1.2.3 Quantificacdo de fenois

O teor de compostos fendlicos livres e ligados foi determinado pelo método de
Folin-Ciocalteu, com modificacbes (SINGLETON; ROSSI, 1965). Resumidamente,
foram misturados 100uL dos extratos, 400uL de agua destilada e 0,25mL de
reagente Folin-Ciocalteu 1N para, apés 8 minutos, adicionar 1,25mL de carbonato
de sodio 7,5%. Depois de reagir durante 120min, a absorbancia da mistura foi
medida a 725nm (espectrofotometro UV 17000, Shimadzu, Jap&o). A quantificacao
foi realizada utilizando uma curva de calibracéo feita com acido galico dissolvido em
solvente Acetona/Agua (70:30 v/v), que foi o mesmo solvente utilizado para
avolumar os extratos das diferentes amostras. Os resultados foram expressos em
mg equivalentes de acido galico (EAG) por 100g de feijdo caupi, com base no peso

SecCo.

3.2.1.3 Teor de proantocianidinas

O teor de proantocianidinas foi determinado conforme método descrito por
Diaz et al. (2010). Basicamente, 0,5 mL do extrato foram pipetados (mesmo extrato
utilizado para quantificacdo de compostos fendlicos livres) em tubos de vidro. Em
seguida, foram adicionados 3,0mL de butanol acidificado (butanol: HCI, 950mL:
50mL) e 100mL de reagente férrico. A mistura foi fervida (97-100°C) durante 30min.
A absorbancia foi medida a 550nm e os resultados foram expressos em mg de

leucocianidinas por 100g de feijao caupi, com base no peso seco.

3.2.1.4 Discriminacdo de metabolitos por LC-ESI-gTOF-MS

O mesmo extrato utilizado para determinacdo de compostos fendlicos totais
foi utilizado para analise em cromatografo liquido acoplado a espectrémetro de
massas com ionizag&o por electrospray e analisador de massas por tempo de voo
(LC-ESI-qToF-MS). As amostras foram filtradas através de um filtro de membrana de
nylon de 0,45 ym (Merck Millipore Corporation, Darmstadt, Hesse, Alemanha). A
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analise de LC-ESI-qTof-MS foi realizada num sistema Prominence - UFLC
(Shimadzu, Japéo) acoplado a analisadores de massas do tipo quadrupolo e tempo
de voo (Impact HD, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Os metabolitos foram
separados utilizando uma coluna C18 Bidentate (100 x 2,1mm, MicroSolv
Technology Corp., Leland, NC, USA). As fases moveis foram: agua com 0,1% de
acido formico (pH 2,8, solvente A) e acetonitrila (solvente B). O gradiente foi
ajustado como segue: iniciado a 5% de B, aumentado linearmente para 90% de B
com 15min, e mantido durante 3min a 90% de B; Voltou a 5% B em 2min e manteve-
se a 5% B por 6min, em fluxo de 0,2ml/min. O volume de injegéo foi de 10uL. Todas

as amostras foram injetadas duas vezes.

Os parametros para analise de MS foram ajustados usando o modo de
ionizacdo negativo com espectros adquiridos numa gama de massa de m/z 50 a
1200. Os parametros foram: Tensao capilar de +4,0kV; Temperatura do gas de
secagem de 180°C; Fluxo de gas de secagem de 8,0L/min; Pressdo do gas de
nebulizacdo de 2 bar; Colisdo RF de 150Vpp; Tempo de transferéncia de 70us; e
pré-pulso de armazenamento de 5us. Além disso, experimentos de MS/MS foram
realizados ajustando valores de energia de colisdo conforme segue: m/z 100, 15eV,
M/z 500, 35eV; M/z 1000, 50eV, e utilizando 0zdnio como géas de colisao.

Os dados de MS foram analisados utilizando o software Data Analysis 4.0
(Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). A busca e o alinhamento de dados (m/z,
tempo de retencdo e intensidade) de LC-MS/MS foram realizados no software
ProfileAnalysisTM (Versao 2.0, Bruker Daltonics, Bermen, Alemanha) e submetidas

a analise de componentes principais (PCA).

A identificacdo dos metabdlitos referentes aos picos significativos na analise
de componentes principais foi realizada combinando os valores precisos de m/z e os
padres de fragmentacdo MS" com dados de bases de dados (Metlin, Kegg
Phathay, PubChem, banco de massa, Maven, FooDB e ReSpect) e literatura de
referéncia com uma janela de precisdo de massa de 5ppm. As identidades do acido

citrico e da epicatequina foram confirmadas com padrdes externos (Sigma-Aldrich).
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3.2.1.5 Determinacao dos residuos de glifosato, paraquate e carfentrazona

Os residuais de glifosato e paraquate foram determinados de acordo com o
método descrito pela European Union Reference Laboratory for Residues of
Pesticides (ANASTASSIADES et al., 2010). O conteudo residual de carfentrazona foi
determinado utilizando o método AOAC 2007.01 (AOAC, 2007). Os resultados foram
expressos em mg por quilograma de peso seco.

3.2.1.6 Analise de estatistica

As determinacdes analiticas para as amostras foram realizadas em triplicata e
os desvios padrdo foram apresentados. Uma comparacdo das médias foi
determinada com o teste de Tukey para um nivel de significancia de 5%, usando

analise da variancia (ANOVA).

Os dados de LC-ESI-qTOF-MS (intensidades de pico, massas e tempos de
retengéo) dos quatro tratamentos (GLI, GLI/CAR, PAR e controle) foram analisados
através de analise de componentes principais (PCA), para identificar metabdlitos
potenciais para discriminacdo dos mesmos. A PCA foi realizada utilizando o
MetaboAnalyst 3.0.

3.3 Resultados e discusséo
3.3.1 Cor do tegumento e tempo de coccao

O valor a* obtido a partir da analise colorimétrica dos graos de feijao caupi
esta apresentado na figura 7. Os grdos obtidos das plantas tratadas com PAR
apresentaram o maior valor de a*. De acordo com Fuijii et al. (1990) e Pinto et al.
(2008), o0 uso de PAR aumenta a producao de ERO, o que intensifica a atividade da
enzima polifenol oxidase (PPO) em plantas. A ativacdo da PPO pode aumentar a
producdo de quinonas, escurecendo a cor do tegumento dos grdos (MARLES et al.,
2008), explicando o aumento do valor de a* observado nos graos colhidos de

plantas tratadas com PAR.
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O feijao caupi obtido de plantas tratadas com GLI apresentou um valor a*
superior ao dos tratamentos GLI/CAR e de SEM. Embora GLI atue inibindo a via do
chiguimato, aparentemente ndo € tdo estressante para as plantas em comparacao
com herbicidas que geram diretamente grande quantidade de ERO, como o
paraquate. Nesse sentido, o uso de glifosato pode ter aumentado a sintese de
compostos fendlicos nas plantas, bem como a polimerizagdo destes compostos

fendlicos do tegumento, promovendo coloracdo avermelhada.
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Figura 7. Valor a* dos graos submetidos a diferentes tratamentos, onde GLI, GLI/CAR, PAR
e SEM, correspondem a glifosato, glifosato + carfentrazona, paraquate e sem aplicacdo
(controle), respectivamente. Letras diferentes apontam valores que apontam valores que
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

O tempo de cocgéo mais alto foi verificado nos graos oriundos de plantas nao

tratadas com herbicidas, conforme pode ser observado na Figura 8.
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Figura 8. Tempo de coccdo dos grdos submetidos a diferentes tratamentos, onde GLI,
GLI/CAR, PAR e SEM, correspondem a glifosato, glifosato + carfentrazona, paraquate e
sem aplicagdo, respectivamente. Letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey (P < 0,05).

A lignificacdo da parede celular e a polimerizacdo de constituintes fendlicos,
principalmente a partir do tegumento dos graos, foram descritas como 0s principais
fendmenos que contribuem para o aumento do tempo de coccdo dos gréos
armazenados (NASAR-ABBAS et al., 2008). O amolecimento do feijao caupi durante
a coccao depende da gelatinizacdo do amido, que, por sua vez, depende da
guantidade e da capacidade de entrada de agua através do cotilédone. O menor
tempo de coccdo do feijdo caupi submetido a aplicacdo de GLI, GLI/CAR e PAR
pode ser resultado da destruicdo de membranas e organelas de células que
facilitaram a entrada de &gua através do cotilédone, melhorando, assim, a
transferéncia de calor durante a cocc¢ao.

Isto provavelmente favoreceu a gelatinizagcdo do amido e o amolecimento do
cotilédone ao analisar o feijdo caupi recém colhido. Outro fator que pode ter
contribuido para o maior tempo de cozimento do feijdo caupi nao tratado (SEM) é o
maior tempo que os graos oriundos de plantas nao tratadas (tratamento sem
aplicacédo) levaram para alcancar o teor de umidade 6timo antes da operagdo de
trilha.
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3.3.2 Compostos fendlicos totais e proantocianidinas

Os compostos fendlicos livres e ligados foram primeiramente quantificados
pelo método de Folin-Ciocalteu. De acordo com Zhang et al. (2010), fitoquimicos,
tais como fendlicos, existem principalmente como glicosideos ligados a acucares ou
como outros complexos ligados a acidos organicos, aminas, lipideos, carboidratos e

outros fenois.

Paiva et al. (2014) relataram que os compostos fendlicos estdo normalmente
presentes na forma ligada no arroz e sdo componentes tipicos de estruturas
complexas, tais como ligninas e taninos. No presente estudo, 0s compostos
fendlicos livres corresponderam a cerca de 88% do total de compostos fendlicos
presentes no feijdo caupi. O maior teor de compostos fendlicos livres e ligados foi
observado nos graos colhidos a partir de plantas tratadas com glifosato (GLI)
(figuras 9A e 9B).
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Figura 9. Compostos fendlicos livres (A) e ligados (B) dos grdos submetidos a diferentes
tratamentos, onde GLI, GLI/CAR, PAR e SEM, correspondem a glifosato, glifosato +
carfentrazona, paraquate e sem aplicacdo, respectivamente. Letras diferentes indicam
valores que diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

O tratamento GLI também proporcionou o maior teor de proantocianidinas no
feijdo caupi, tal como apresentado na figura 10. Acredita-se que o tratamento com
GLI tenha regulado a atividade de enzimas ligadas a sintese fendlica, como um
mecanismo natural de producdo de metabolitos especializados. O GLI nédo é tao

abrupto na promoc¢éo da senescéncia das plantas em comparacdo com GLI/CAR e
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PAR, e, enquanto as plantas demoram 1 ou 2 dias a mais para estarem prontas para

a colheita mecanizada, continuaram a produzir esses metabolitos.

Os resultados de proantocianidinas totais estdo apresentados na figura 10. Os
resultados seguiram uma tendéncia semelhante aos resultados do teor de
compostos fendlicos livres e ligados (figuras 9A e 9B). As proantocianidinas sao
também conhecidas como taninos condensados e sdo consideradas como polimeros
de unidades de flavan-3-ol, como catequina e epicatequina, que sao descritas como
produtos finais da biossintese de flavonoides (ZUITER, 2014).
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Figura 10. Teor de proantocianidinas dos graos submetidos a diferentes tratamentos, onde
GLI, GLI/CAR, PAR e SEM, correspondem a glifosato, glifosato + carfentrazone, paraquate
e sem aplicagdo, respectivamente. Letras diferentes indicam valores que diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

De acordo com Avila et al. (2013), as proantocianidinas exibem capacidade
antioxidante de 15 a 30 vezes superior aos &cidos fendlicos. Os baixos teores de
proantocianidinas e de compostos fendlicos livres e ligados dos graos do tratamento
SEM sugerem que houve pouca relacdo entre a polimerizagéo fendlica e o tempo de
coccdo inicial do feijao caupi recém-colhido, levando a concluséo de que a
integridade das células do cotilédone foi o principal fator que contribuiu para as
diferencas no tempo de cocgéo observadas entre graos de plantas sem dessecacéo
e dessecadas.
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3.3.3 Discriminagao de metabdlitos por LC-ESI-qTOF-MS

A analise de componentes principais foi aplicada para verificar a influéncia da
aplicacdo de herbicidas no metabolismo especializado do feijdo caupi. As figuras
11A e 11B mostram a pontuacdo dos componentes principais e o grafico de
dispersdo para os componentes 1 e 2. Estes componentes explicaram 66% da

variancia total.

As identidades dos metabdlitos responsaveis pelas separacdes estdo
apresentadas na tabela 2. A catequina-3-glicosideo (MH) m/z 451,1258 e a
epicatequina contribuiram significativamente para a discriminacdo do feijdo caupi

tratado com GLI dos outros tratamentos (figura 12A, tabela 2).
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Figura 11. Gréfico de analise de componentes principais, onde GLI, GLI/CAR, PAR e SEM,
correspondem a Glifosato, Glifosato + Carfentrazone, Paraquate e Sem aplicagéo,
respectivamente.

Os extraidos de

epicatequina sao apresentados na figura 12A. Tanto a catequina como a

cromatogramas de ions catequina-3-glicosideo e
epicatequina sdo descritos como compostos de final de rota da biossintese de
flavonoides, sendo encontrados como monomeros, dimeros, trimeros, tetrameros,
bem como em formas poliméricas mais complexas.

De acordo com Zabalza et al. (2016), o tratamento com glifosato induz a uma

entrada de carbono ndo regulada através da enzima 3-desoxi-D-arabino-
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7z

heptulosonato-7-fosfato sintase (DAHPS), que é a primeira enzima da via do

chiquimato, induzindo a acumulacdo de metabdlitos anteriores a acdo da EPSPS.
Em suma, os achados de Zabalza et al. (2016) esclareceram que a atividade

de fenilalanina-amonia-liase (PAL) é regulada positivamente devido ao tratamento

com glifosato, acompanhada pela sintese de precursor de flavonoéis e flavonoides.
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Figura 12. Identidades dos metabdlitos responséveis pelas separagdes, onde GLI, GLI/CAR,
PAR e SEM, correspondem a glifosato (A), glifosato + carfentrazona (B), paraquate (C) e
sem aplicacdo (D), respectivamente.



Tabela 2. Analise de componentes principais de graos de feijdo caupi tratados com diferentes herbicidas.

Tempode Experimental Tedrica  Erro  mSigma Fragmentacdo |dentificacéo Quantificagéo (mg . 100g™)
retengao m/z m/z (ppm) m/z
(min)
GLI GLI/CAR PAR SEM
6,86 289,0723  289,0718 -0,60 45 - Epicatequina’ 0,92+0,0 0,66+0,0 0,89+0,1 1,12+0,1
1,69 195,0515 195,0510 -0,4 8,8 129,0216 Acido 2,65+0,0 2,78+0,0 3,1240,0 3,77+0,0
75,0088 gluconico?

9,52 625,1426  625,1410 -2,5 46,2 300,0266

1,98 191,0205 191,0197 -4,0 15,6 111,0088
85,0299

5,72 451,1258 451,1246 -2,7 59,8 289,0722
245,0821
137,0239

Quercetina 1,69+0,0 1,62+0,0 1,65%0,0 1,87+0,0
glicosideo 2
Acido citrico? 33,79+0,1 34,22+0,0 30,95+0,1 30,19+0,2

Catequina-3- 1,95+0,0 1,58+0,0 1,64+0,0 1,65%0,0
glicosideo?

! Confirmado em comparacdo com o composto padréo externo; * Confirmado em MS/MS; mSigma = encaixam entre o padréo
isotopico medido e tedrico. Quanto menor o valor mSigma, melhor serd o ajuste isotopico.
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O &cido citrico ([M-H] - m/z 191,0205) foi responséavel pela discriminacdo do
feijdo caupi tratado com GLI/CAR (figura 12B). Um trabalho anterior, conduzido por
Wells e Appleby (1992), forneceu evidéncias de que outra molécula de inibidor de
protox — chamada "Lactofen" —, associada ao glifosato, potencializou o transporte de
glifosato, lancando a molécula no simplasto e facilitando, assim, a penetracdo de
glifosato em células vegetais.

A hipétese é de que comportamento semelhante ocorreu no presente
trabalho, com a carfentrazona favorecendo a penetragcédo do glifosato nas células dos

graos, o que, por sua vez, favoreceu a acumulacao de acido citrico.

Zhu et al. (2008) observaram um aumento na expressao de cinco cDNAs que
codificam para enolases, quando soja suscetivel ao glifosato foi tratada com
glifosato. A enolase € a nona enzima da via de glicélise, atuando na conversao de 2-
fosfoglicolato a fosfoenolpiruvato. Os autores concluiram que maiores quantidades
de intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico sdo acumuladas nessa situacdo. As

declaracdes de Zhu et al. (2008) déo suporte a hipétese mencionada.

A quercetina ([M-H] - m/z 625,1426) e o acido glucénico ([M-H] m/z 195,0515)
foram responséaveis pela discriminacdo do tratamento SEM (figuras 12C e 12D,
tabela 2). De acordo com os estudos realizados por Ojwang et al. (2012), a
quercetina é o principal flavonol encontrado nos feijdes branco, preto, vermelho e

marrom.

De Abreu et al. (2005), relataram que a quercetina € um antioxidante potencial
de ERO. Embora os niveis de ERO ndo tenham sido determinados no presente
estudo, os dessecantes aplicados sdo conhecidos por aumentar os niveis de ERO.
Assim, pressupfe-se que um maior teor de quercetina foi determinado em amostras
do tratamento de SEM porque menores teores de ERO foram sintetizados na

auséncia de tratamento com herbicidas.

Aléem da quercetina, o acido glucénico foi responsavel por discriminar o
tratamento SEM. Baxter et al. (2007) relataram aumentos no teor de acido glucénico
em células de Arabidopsis quando submetidas a estresse oxidativo e justificaram
esse comportamento pelo reencaminhamento do fluxo de carbono glicolitico para a

via oxidativa das pentoses-fosfato.
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Os autores também relataram uma diminuicdo na atividade das enzimas
relacionadas ao ciclo do &cido tricarboxilico. Este fato da suporte ao baixo teor de
acido citrico (figura 12B), bem como ao maior teor de acido glucénico determinado
em amostras do tratamento SEM.

No tratamento PAR foi observado nivel intermediario de acido glucénico
(figura 12C), quando comparado aos demais. O nivel intermediéario pode ser um
resultado do reencaminhamento do fluxo de carbono para a via oxidativa das
pentoses-fosfato associada a geracdo de ERO e uma dessecacao abrupta da planta.
Neste caso, a acumulagédo de acido glucénico foi estimulada, mas durante menos

tempo do que o tratamento de SEM.

3.3.4 Teor residual de glifosato, carfentrazona e paraquate em feijdo caupi

O teor residual dos herbicidas foi determinado apds 30 dias de
armazenamento a 15°C. Foi preparada farinha do feijao caupi SEM e dos feijoes
obtidos dos tratamentos GLI, GLI/CAR e PAR. Graos de feijao caupi dos tratamentos
GLI e GLI/CAR apresentaram teor residual de glifosato de 13 e 14mg/kg de peso
seco, respectivamente. Os teores residuais de carfentrazona foram inferiores ao
limite de quantificacdo de 0,01lmg/kg de peso seco no feijdo caupi tratado com
GLI/CAR.

Os valores de glifosato de ambos os tratamentos foram superiores ao limite
maximo de 2 e 0,1mg/kg estabelecidos pelo Codex Alimentarius (2016) e pela Unido
Européia (2011).

O teor de paraquate foi de 0,84mg/kg de peso seco no feijao caupi tratado
com PAR. O valor do paraquate determinado no presente estudo é superior aos
limites maximos de 0,5 e 0,02mg/kg de grédos permitidos pelo Codex Alimentarius
(2016) e pela Unido Européia (2011), respectivamente. Os efeitos da exposicdo ao
glifosato na saude humana séo estudados ha anos e ainda ndo ha um consenso

entre 0os pesquisadores sobre seus reais prejuizos.

O uso generalizado do paraquate na agricultura é relatado como um dos
responsaveis pela deteccdo de residuos em amostras ambientais, alimentares e
biolégicas (AWADALLA, 2012; CHEN et al., 2012). A toxicidade causada pelo

paraquate est4 essencialmente relacionada a sua répida reducdo e posterior
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reoxidacdo, para produzir as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (DINIS-
OLIVEIRA et al., 2006).

Nos vertebrados, a exposicdo aguda a niveis elevados de paraquate provoca
toxicidade pulmonar. A exposicao crénica, pode causar grandes danos ao figado, ao
pulmdo e aos rins (AWADALLA, 2012; CHEN et al., 2012) e aumenta o risco do
desenvolvimento da doenca de Parkinson (GOLDMAN, 2014, HOU et al., 2017).

3.3.5 Suscetibilidade as alteracdes na cor do tegumento e no tempo de coccgéao

durante o armazenamento

Uma vez que o feijdo caupi é submetido & dessecacgdo, ocorrem diferentes
respostas metabdlicas dependendo do herbicida utilizado, como visto anteriormente
nas secodes 3.1, 3.2 e 3.3. Um problema que surge € a suscetibilidade do feijao caupi

as mudancas de cor e no tempo de coccao durante 0 armazenamento.

Dessa forma, graos dos tratamentos GLI, GLI/CAR, PAR e SEM foram
armazenados a 25°C durante 8 meses, para avaliar diferencas na cor do tegumento
(Aa *) e no tempo de cocGao (Atempo de cocgio). OS resultados estéo apresentados nas

figuras 13 e 14.

Graos do tratamento GLI/CAR apresentaram maior suscetibilidade a
mudanc¢as na cor do tegumento e no tempo de coc¢do durante 0 armazenamento
(figuras 13 e 14), que sado fenbmenos envolvidos no aparecimento do defeito HTC
em feijdes armazenados (NASAR-ABBAS et al., 2008).
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Figura 13. Suscetibilidade ao escurecimento do feijdo caupi submetido a diferentes
tratamentos, onde GLI, GLI/CAR, PAR e SEM, correspondem a glifosato, glifosato +
carfentrazona, paraquate e sem aplicagdo, respectivamente. Letras diferentes indicam
valores que diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Os tratamentos com GLI e GLI/CAR aumentaram a cor do tegumento do
feijdo caupi em niveis similares ao tratamento SEM. O tratamento PAR proporcionou
o Aa* mais baixo, o que pode ser um reflexo de um metabolismo de grdos mais lento
(ou mais curto, se levado em conta 0 menor tempo de senescéncia apos aplicacdo

dos herbicidas).

Com a finalidade de verificar a atividade metabdlica do feijdo caupi, utilizou-se
teste de germinacdo. Os resultados indicaram que o tratamento PAR apresentou
apenas 58% de germinacdo quando comparado aos 86%, 87% e 94% de

germinacao dos tratamentos GLI, GLI/CAR e SEM (dados nao apresentados).

Na figura 14, percebe-se certa desuniformidade na cor do do tegumento do
feijdo caupi. Em um mesmo tratamento, alguns grdos mais escuros e outros mais
claros estdo misturados nas amostras do oitavo més de armazenamento,
principalmente em tratamentos de PAR e SEM. Isto pode ser um resultado das
variacbes nas respostas metabolicas dos graos em funcdo da sua maturidade no
momento da aplicagdo dos herbicidas. Quando o dessecante € aplicado, alguns
graos estao totalmente maduros, enquanto outros estdo verdes. Esta questdo deve

ser respondida em estudos futuros.
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Figura 14. Feijao caupi submetido a diferentes tratamentos e armazenados por 8 meses,
onde GLI, GLI/CAR, PAR e SEM, correspondem a Glifosato, Glifosato + Carfentrozona,
Paraquate e Sem aplicacdo, respectivamente aplicacdes obtido antes e apos 8 meses de
armazenamento.

Os tratamentos GLI e PAR proporcionaram o menor tempo de coccéao (figura
14). O metabolismo reduzido do feijao caupi tratado com PAR, com suporte dos
resultados dos testes de germinacdo, provavelmente manteve as células do

cotilédone apresentaram menor grau de lignificagéo.

O feijdo caupi tratado com glifosato (GLI) foi o menos suscetivel ao aumento
no tempo de coccao apds 8 meses de armazenamento a 25°C. Este fato indica que
o tratamento com GLI impacta principalmente no metabolismo de flavonoides do
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tegumento do feijado caupi, sem tanto efeito no processo de lignificacdo de paredes

celulares das células do cotilédone.

He
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Figura 15. Suscetibilidade ao aumento no tempo de coccdo dos grdos submetidos a
diferentes tratamentos, onde GLI, GLI/CAR, PAR e SEM, correspondem a glifosato, glifosato
+ carfentrazona, paraquate e sem aplicacdo, respectivamente. Letras diferentes apontam
valores que diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Todos os dessecantes estudados proporcionaram menor tempo de cozimento
para o feijdo caupi logo apds a colheita. No entanto, a cor do tegumento do feijao
caupi tratado com PAR e GLI/CAR apresentou-se mais avermelhada do que o
tratamento controle, sem a aplicagcdo de herbicida. Isto ndo é desejado pelos

agricultores, pelos comerciantes, pela industria e nem pelos consumidores.

No armazenamento, o feijdo caupi tratado com GLI e PAR apresentou melhor
resisténcia as mudancas na cor do tegumento e no tempo de cozimento do que 0s
tratamentos SEM e GLI/CAR. Isto pode ser considerado positivo, haja vista que o
feijdo caupi com cores menos avermelhadas é comercializado com preco mais

elevado.

Entretanto, qualquer possibilidade de melhorias nas propriedades quimicas e
tecnolégicas do feijdo caupi ndo pode ser sobreposta pelos riscos que esses
dessecantes apresentam quando excedem os limites maximos de tolerancia nos

alimentos.

Estudos de transcriptoma, proteoma e metaboloma podem ajudar a
compreender as respostas metabolicas do caupi frente aos diferentes herbicidas

dessecantes utilizados. Aléem disso, estudos com outros tipos de herbicidas, outras
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doses dessecantes, outros periodos de aplicacdo e com outras condicbes de
aplicacéo ajudarao agricultores e industrias de feijdo a encontrarem alternativas para

uma colheita segura de feijdo caupi nas grandes propriedades do pais.

3.4 Conclusdes

Os herbicidas glifosato e paraquate promoveram maior escurecimento dos
gréos logo ap6s a colheita, porém esses mesmos graos se mostraram menos
suscetiveis as mudancas de cor no armazenamento. Os grdos que ndo foram
submetidos ao tratamento com herbicidas apresentaram maior tempo de coccao
logo apods a colheita e, ap6s 0 armazenamento, juntamente com 0s graos tratados
com glifosato mais carfentrazona, foram 0s que apresentaram maior tempo de

coccao.

A aplicacdo de glifosato e paraquate propiciou teores residuais acima dos
limites maximos estabelecidos pela legislacdo internacional. Desta forma, €
imprescindivel que os produtores respeitem as recomendacdes agrondmicas,

utilizando, quando necessério, produtos e manejos permitidos pela legislagéo.
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4 CAPITULO 2 - Efeitos da temperatura e da atmosfera de armazenamento na
gualidade de feijdo caupi da variedade Bico de Ouro

4.1 Introducao

O feijdo caupi (Vigna unguiculata L.) é considerado uma importante fonte de
proteinas, carboidratos, fibras, vitaminas e minerais (THARANATHAN;
MAHADEVAMMA, 2003; VAINIO et al., 2015). O carboidrato € o componente
majoritario, podendo representar de 50 a 60% da sua constituicdo (HUGHES et al.,
2009). A proteina, com aproximadamente 25%, € um dos componentes mais
importantes, pois serve como alternativa barata para quem ndo tem acesso a

proteina de origem animal.

O feijdo caupi é produzido predominantemente em paises subdesenvolvidos
da América Latina e da Africa (FILHO et al.,2011; NGALAMU et al., 2014). No Brasil,
€ cultivado principalmente em pequenas propriedades, localizadas nas regiées norte
e nordeste. Porém, recentemente, o feijdo caupi passou a ser incorporado ao arranjo
produtivo do centro-oeste brasileiro como “safrinha” apds as culturas da soja, do

milho, do arroz e, em alguns locais, como cultura principal (FILHO et al., 2011).

Apbés a colheita, os grdos sao geralmente submetidos a secagem e
armazenados. Os graos sdo organismos vivos e devem ser mantidos assim até o
consumo. Para isso, € imprescindivel que o armazenamento seja realizado com grau
de umidade entre 11% e 13%, pois desta forma a atividade respiratéria € mantida
em niveis baixos, prolongando a manutencdo da qualidade dos graos. Graus de
umidade elevados aceleram o processo respiratorio dos graos, ocorrendo alteracées

nas propriedades quimicas e tecnologicas dos mesmos (BRAGANTINI, 2005).

Além do controle de umidade, a reducdo na temperatura de armazenamento é
uma técnica utilizada para a manutengéo da qualidade de feijdo, sendo considerada
uma ferramenta eficaz para a reducdo na atividade metabdlica dos gréos, de
insetos-praga e da microflora presente no ambiente de armazenamento (DEMITO;
AFONSO, 2009; REED et al., 2007; RIGUEIRA, et al., 2009). O manejo de
temperatura e umidade ainda pode ser combinado com mudanca na atmosfera de
armazenamento, pela reducdo da presenca de oxigénio, via substituicdo por

nitrogénio ou dioxido de carbono.
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Estudos realizados por Nassar-abbas et al. (2008), com fava (Vicia faba),
apontaram que a cor do tegumento e o teor de compostos fendlicos sao preservados
gquando o armazenamento é realizado em atmosfera modificada com nitrogénio.
Segundo Beninger e Hosfield (2003), a restricdo ou a troca de oxigénio no ambiente
de armazenamento é uma ferramenta fundamental para minimizar reacdes de
oxidacdo de compostos fendlicos, que € apontada como um dos principais

responsaveis pela mudanca de cor do tegumento do feijao.

De acordo com Ojwang et al. (2012), a cor do tegumento dos graos de feijao é
uma base primaria sobre a qual o consumidor faz a selecdo dos grdos para o
consumo. Isto porque o consumidor associa 0 grdo de coloracdo clara ao produto
recém-colhido, com baixo tempo de coc¢do e macio apds o preparo. Ja 0s graos
escuros, mais avermelhados, sdo considerados velhos e com caracteristicas
tecnolégicas indesejaveis. Hughes e Sandstead (1975) reportaram que o0S
consumidores e o0s processadores de feijdo evitam comprar o produto escuro, pois a

cor é considerada como indice de qualidade.

Qualidade para o consumidor de feijdo compreende, basicamente, baixo
tempo de coccdo, maciez apos a coccdo e formacdo de caldo espesso apds a
coccdo (NASAR-ABBAS, et al.,, 2008; NJOROGE et al., 2014). As condicbes de
temperatura, umidade e teor de agua dos graos inadequadas no armazenamento e a
suscetibilidade da cultivar sdo apontadas como principais responsaveis pela perda
destes atributos, principalmente pela complexacao pectina-cation-fitato (NJOROGE
et al., 2014), compactacdo das células de parede (SHIGA, 2004), interacdo entre
proteinas e amido (LIU et al.,, 1992), ligacdes de taninos e outros compostos
fendlicos com proteinas (MARIA et al., 2007) e lignificacdo da parede celular das
células do cotilédone do feijao (HINCKS, 1986; SARMENTO et al., 2016).

Objetiva-se, com o presente estudo, avaliar efeitos do uso de nitrogénio e
restricdo de oxigénio (hermético) no armazenamento de feijao caupi da variedade
Bico de Ouro em diferentes temperaturas (15, 20 e 25°C), por 8 meses, sobre

propriedades tecnolégicas dos graos.
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4.2 Material e Métodos

4.2.1 Material

Graos de feijdo caupi da variedade Bico de Ouro foram produzidos na safra
2015/2016 no municipio de Primavera do Leste, Mato Grosso, Brasil. A colheita dos
graos foi realizada de forma mecanizada, quando estes atingiram teor de agua
proximo a 13%. Os grdos foram limpos, acondicionados em sacos de rafia e
imediatamente transportados para o Laboratério de Pds-Colheita, Industrializacéo e
Qualidade de Grdos (LABGRAOS) da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL),

onde foram realizados o armazenamento e as analises.

As amostras foram homogeneizadas e quarteadas até 1,5kg e
acondicionadas em embalagens de polietileno de 0,2mm de espessura, dimensdes
de 30x30x30cm. A vedacdo e alteracdo da atmosfera (N, e Hermético) foram
realizadas com a maquina Webomatic®. O armazenamento foi realizado no escuro,
nas temperaturas de 15, 20 e 25°C e em diferentes atmosferas, sendo parte com
nitrogénio e outra parte com restricdo de oxigénio (hermético), em triplicata. Para
simular o sistema convencional, as amostras foram acondicionadas nas embalagens
de polietileno de 0,2mm de espessura e mantidas a 25°C. No sistema convencional,
a cada més as embalagens foram trocadas para que os graos fossem expostos ao

ar ambiente, simulando a aeracao e evitando anaerobiose.

As avaliacbes foram realizadas em triplicata para cada uma das variaveis
dependentes, no inicio do armazenamento (inicial) e ao final de 8 meses de

armazenamento. Para cada tratamento foram coletadas trés repeticoes.

4.2.2 Métodos
4.2.2.1 Perfil colorimétrico

Os atributos de cor das amostras de feijdo foram determinados utilizando um
colorimetro Minolta (CR-410, Konica Minolta, Japdo). O parametro colorimétrico a*
foi obtido e utilizado para comparacdo de amostras. O valor a* expressa vermelho
(+) ou verde (-) (figura 6), sendo ajustado com um padréo de fundo branco fornecido

pelo fabricante do equipamento.



56

4.2.2.2 Determinacdo dos compostos fendlicos livres na superficie dos gréos
4.2.2.2.1 Extracdo de compostos fendlicos

Para a extracdo de compostos fendlicos soliveis em Acetona 70%, foram
pesados exatamente 5,09 de gréos inteiros e, em seguida, adicionados 25ml de
solvente Acetona/Agua (70:30 v/v). As amostras ficaram 24 horas em agitacio
moderada e, ap0s esse periodo, foram centrifugadas (Eppendorf Centrifuga 5430R)
a 5300 x g durante 10 min e o sobrenadante coletado.

4.2.2.2.2 Quantificacdo dos compostos fendlicos

O teor de compostos fendlicos do grao inteiro foi determinado pelo método de
Folin-Ciocalteu, com algumas modificacbes (SINGLETON; ROSSI, 1965).
Resumidamente, foram misturados 100uL dos extratos com 400uL de agua destilada
e 0,25mL de reagente Folin-Ciocalteu 1N para, depois, adicionar 1,25mL de
carbonato de sodio 7,5%. Depois de reagir durante 120 minutos, a absorbancia da
mistura foi medida a 725nm (espectrofotometro UV 17000, Shimadzu, Japdo). A
quantificacdo foi realizada utilizando uma curva de calibracéo feita com &cido galico
dissolvido em solvente Acetona/Agua (70:30 v/v). Os resultados foram expressos em
mg equivalentes de acido gélico (GAE) por 100g de feijdo caupi, com base no peso

SeCo.

4.2.2.3 Isotermas de hidratacéao

As isotermas de hidratagdo dos diferentes tratamentos de feijao caupi foram
avaliadas em triplicata, utilizando 30g de feijdo caupi para cada repeticdo. No
encharcamento, as amostras de feijdo foram colocadas em sacos de tule e dispostas
em béquer de vidro com capacidade para 250mL. Em seguida o material foi mantido
em banho-maria (Dubnoff Microprocessado - Q226M, Brasil) a 40°C. A cada 5min as
amostras foram retiradas do banho-maria, submetidas a centrifugacédo (Eppendorf
Centrifuga 5430R) a 5300 x g durante 10min para, entdo, serem pesadas e a

umidade determinada. A maxima capacidade de absorcdo de agua do feijdo caupi
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foi estabelecida quando o peso da amostra estabilizou. A umidade foi expressa em
percentagem.

4.2.2.4 Tempo de cocgao

O tempo de coccéao foi determinado segundo o método proposto por Mattson
(1946) e alterado por Wang e Daun (2005). O tempo de coccéo foi avaliado com 25
graos uniformes e inteiros previamente embebidos em 80mL de &gua destilada, por
14h, a 25°C, e colocados no equipamento de Mattson modificado, com 25 hastes.
Cada haste apresenta comprimento de 210mm e massa de 89g, possuindo, na
extremidade, uma ponta afunilada com 2,05mm de diametro e comprimento de
9mm, para a penetracdo no grdo em andlise. O equipamento com os gréos foi
colocado em copo de Becker de 2000mL, contendo 400mL de agua destilada,
fervendo em chapa elétrica. O tempo de coccdo das amostras passou a ser
cronometrado apds a agua atingir a temperatura de 90°C e finalizado pela queda da
132 vareta, perfurando, deste modo, mais de 50% dos graos. O tempo de cocc¢éao foi

expresso em minutos.

4.2.2.5 Perfil texturométrico

Aproximadamente 10g de gréos inteiros foram submetidos a cocgdo em
200ml agua destilada a temperatura de 98+1°C, por 17min. O tempo de coccao
utilizado em todos os tratamentos foi obtido no inicio do armazenamento. Ao final de
cada coccdo toda a agua foi removida e o perfil texturométrico determinado em
equipamento Stable Micro Systems Texture Analysers, modelo TA.XTplus, com uma
célula de carga de 5Kg. As leituras foram realizadas conforme descrito por Revilla e
Vivar-Quintana (2008), no modo retorno ao inicio, com uma sonda cilindrica de
35mm (P2), registrando o pico de forca maxima. Os graos inteiros foram axialmente
comprimidos a uma taxa de 80% de sua altura original. As curvas forga-tempo foram
registradas a uma velocidade de 1mm.s™ e os resultados corresponderam & média

de 30 medicbes de graos cozidos individuais expressa em Newtons (N).
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4.2.2.6. Andlise estatistica

As determinagfes analiticas foram realizadas em triplicata e os desvios
padrdao foram apresentados. Uma comparacdo das médias foi determinada com o

teste de Tukey a 5% de significancia, usando andlise da variancia (ANOVA).

4.3 Resultados e discusséo

4.3.1 Cor dos graos armazenados

O valor a* da analise colorimétrica do feijdo caupi obtido antes e apds 8
meses de armazenamento esta apresentado na figura 17. O menor valor a* foi
observado nos grdos ndo armazenados. Apdés 0 armazenamento, o valor a*
aumentou para todos os tratamentos, sendo que 0sS menores incrementos foram
observados nos grdos armazenados com nitrogénio a 15 e a 20°C. Na pratica, os
resultados indicam que, quando se utiliza atmosfera com nitrogénio, ndo ha
necessidade de gasto energético no ambiente de armazenamento para resfriar a

massa de graos até 15°C.
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Figura 16. Valor de a* do feijdo caupi antes e apdés 8 meses de armazenamento em
diferentes condicbes de atmosfera e temperatura. Letras diferentes apontam valores que
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

A preservacao da cor do tegumento pelo uso do nitrogénio se da pela

auséncia de oxigénio e, consequentemente, reducdo na atividade das enzimas
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polifenoloxidase e peroxidases, que causam a oxidagdo de compostos fendlicos
presentes no grdao (BRACKMANN et al. 2002). De forma analoga, temperaturas
reduzidas, como 15 e 20°C, reduzem a atividade metabdlica dos gréaos,
provavelmente contribuindo para a reducédo na atividade das enzimas mencionadas

anteriormente.

Figura 17. Fotografia dos gréos antes e apds 8 meses de armazenamento.

A cor do tegumento dos graos do feijdo (figura 18) é a base primaria sobre a
qual o produtor e o armazenista fazem a selecédo dos graos e estipulam o valor de
mercado. Grados com coloracao clara tendem a valer mais quando comparados com

agueles de coloracdo mais escura.
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4.3.2 Compostos fendlicos livres na superficie dos graos

O teor de compostos fendlicos do gréo inteiro, dos diferentes tratamentos,
estd apresentado na figura 19. Os grdos obtidos antes do armazenamento
apresentaram maior teor de compostos fendlicos sollveis em acetona 70% (62,3
mg/100g). As demais condi¢cdes de armazenamento, a 15, 20 e 25°C, reduziram o
teor de compostos fendlicos em 38%, 58% e 66%, respectivamente, quando
comparado ao inicial.
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Figura 18. Teor de compostos fendlicos obtidos a partir do grao inteiro antes e apds 8 meses
de armazenamento em diferentes condicbes de atmosfera e temperatura. Letras diferentes
indicam valores que diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

A maior solubilidade dos compostos fendlicos antes do armazenamento se
deve, provavelmente, ao curto espaco de tempo transcorrido entre a colheita e 0
armazenamento. Desta forma, ndo ocorrem reacfes de oxidacdo e complexacéo
destes compostos.

Ao final dos 8 meses de armazenamento, o feijdo caupi apresentou reduzida
solubilidade de compostos fendlicos em todos os tratamentos. Segundo Nasar-
Abbas et al. (2008), a solubilidade dos compostos fendlicos pode reduzir no
armazenamento, principalmente em temperaturas elevadas. Isto ocorre porque 0S
compostos fendlicos podem ligar-se a agucares e proteinas, formando complexos

insolUveis.
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Apesar da semelhanca nos valores de a* entre os grédos armazenados a 15 e
a 20°C (figura 17), a temperatura exerceu importante efeito na solubilidade dos

compostos fendlicos, que respondem pela cor do tegumento (figura 18).

4.3.3 Capacidade de absorcdo de 4gua, tempo de cocc¢édo e dureza dos graos
armazenados

O comportamento de absor¢do de agua dos grdos obtidos antes e apds 8
meses de armazenamento esta apresentada na figura 20. O feijdo caupi analisado
antes do armazenamento obteve maior facilidade para absorver agua. Nos primeiros
10min os graos absorveram aproximadamente 80% do total de sua capacidade,
enquanto que no mesmo tempo o feijdo caupi armazenado a 15, 20 e 25°C
absorveram  aproximadamente 75%, 68% e 51%, respectivamente,
independentemente da atmosfera de armazenamento. Como observado na
solubilidade dos compostos fendélicos do tegumento (figura 18), houve maior efeito

da temperatura do que da atmosfera de armazenamento nesta variavel.

A lignificacdo da parede celular reduz a facilidade de absorcdo de agua dos
feijdes (HINCKS, 1986; SARMENTO et al.,, 2016), bem como a capacidade de
retencdo de agua. Isto se deve, provavelmente, a reducdo dos espacos

intracelulares.
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Figura 19. Comportamento de hidratacdo do feijdo caupi obtido antes e apds 8 meses de
armazenamento em nitrogénio (A) e com restricdo de oxigénio (B).

Na figura 21 esta apresentado o tempo de coccédo dos diferentes tratamentos.

No inicio do armazenamento observa-se menor tempo de coccdo (17,3min) e ao

final de 8 meses de armazenamento, na temperatura de 25°C, independentemente

da atmosfera, sdo observados os maiores tempos de cocgdo (aproximadamente

34min).

Os tratamentos mantidos nas temperaturas de 15 e 20°C mantiveram tempo

de cocgao semelhante (25min). A diferenga observada na facilidade e na capacidade

de hidratacdo a 15 e a 20°C (Figura 20), ndo propiciou diferencas significativas no

tempo de coccéo.
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Figura 20. Tempo de coccdo dos graos obtidos antes e apdés 8 meses de armazenamento
em diferentes condi¢bes de atmosfera e temperatura. Letras diferentes indicam valores que
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Apbs a coccdo, o feijao caupi foi submetido a andlise de dureza, conforme
pode ser observado na figura 22. Apesar da similaridade no tempo de coc¢ao dos
grados armazenados a 15 e a 20°C, a avaliacdo texturométrica (figura 22) dos graos
cozidos apresentou diferenca significativa na dureza. Isto se deve, provavelmente,
ao maior teor de 4gua absorvido e a maior retrogradacdo de amilose dos gréaos
armazenados a 20°C.
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Figura 21. Dureza do feijdo caupi submetidos ao processo de cocg¢édo, obtidos antes e apos
8 meses de armazenamento em diferentes condicdes de atmosfera e temperatura. Letras
diferentes indicam valores que diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

A reducdo na solubilidade dos compostos fendlicos estd associada a
lignificacdo da parede celular, fator responsavel por alteragdes no comportamento
de hidratacdo e de cocc¢do do feijdo caupi. Segundo Nasar-abbas et al. (2008), a
lignificacdo da parede celular e a polimerizagdo de constituintes fendlicos,
predominantemente a partir do tegumento dos graos, durante o armazenamento, € o
principal responséavel por aumentar a dificuldade na absor¢céo de agua e o tempo de

coccao de fava (Vicia faba L.).

4.4 Conclusdes
O armazenamento de feijdo caupi da variedade Bico de ouro em atmosfera

modificada com nitrogénio e em temperaturas de até 20°C propiciou manutencao
dos atributos de cor e tempo de coccdo. No entanto, nessa mesma atmosfera e
temperatura, a solubilidade dos compostos fenodlicos e a capacidade de absorcao de

agua dos feijao caupi reduziram e a dureza aumentou.
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5 Consideracg0es finais

Herbicidas nao registrados para dessecacéo de feijao caupi, mas que sao utilizados
por alguns produtores no Brasil, foram testados neste trabalho. Os efeitos destes
herbicidas sobre a qualidade do feijdo caupi foram determinados, no que se refere a
qualidade tecnoldgica dos graos e a presenca de metabolitos especializados.

Foi comprovado que sim, ha interferéncia dos produtos dessecantes na qualidade
dos gréos de feijdo caupi recém-colhidos e, também, na suscetibilidade dos grados da
variedade Bico de Ouro ao escurecimento do tegumento e ao aparecimento do
defeito HTC.

E fundamental que os produtores sigam as recomendacfes agrondmicas para
aplicacdo de agrotéxicos. Na auséncia de opcbes para a cultura do feijdo caupi,
comprova-se urgéncia de estudos e de desenvolvimento de protocolos para
regulamentar produtos e manejos de aplicacdo de dessecantes, tendo em vista que
0 uso de produtos como o glifosato e o paraquate, como feito por alguns produtores,
representa riscos a saude dos consumidores, pelos niveis residuais observados
neste trabalho.

Graos de feijdo caupi da variedade Bico de Ouro apresentam comportamento
semelhante de alteracdes na qualidade tecnolégica durante o armazenamento em
atmosfera modificada por nitrogénio comparados ao feijdo carioca (Phaseolus
vulgaris). O armazenamento com nitrogénio a 20°C apresenta efeito semelhante no
controle do escurecimento e na manutencdo do tempo de coccdo, quando
comparado ao armazenamento com nitrogénio a 15°C, cujo gasto energético é
maior. No entanto, ha diferenca na qualidade dos gréos cozidos ao comparar-se
ambas as temperaturas, sendo mais vantajoso 0 armazenamento na menor
temperatura.
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