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RESUMO GERAL

BARROS, N. V. A. Bioacessibilidade in vitro, identificacdo de compostos
fendlicos e atividade antioxidante em grédos crus e cozidos de cultivares de
feijdo-caupi biofortificadas. 2019. 160 f. Tese (Doutorado) — Programa de Péds-
Graduacédo em Alimentos e Nutricdo, Universidade Federal do Piaui, Teresina — PI.

Os graos de feijao-caupi contém compostos bioativos dos quais se destacam os
compostos fendlicos, que estdo concentrados no tegumento da semente e tém o
potencial de auxiliar na protecdo do organismo contra doencas crbnicas néo
transmissiveis. Pesquisas que avaliem as fracdes acessiveis a absorcdo pelo
organismo dos compostos bioativos durante a digestdo gastrointestinal in vitro de
graos de feijdo-caupi sdo escassos. Assim, este estudo objetivou avaliar a
bioacessibilidade in vitro dos compostos fendlicos e atividade antioxidante nos gréaos
de cultivares biofortificadas de feijdo-caupi, antes e apds a coccéo. Os graos crus das
cultivares BRS Aracé, BRS Tumucumaque e BRS Xiquexique foram analisadas em
triplicata na forma de farinha, e os graos cozidos macerados em conjunto como caldo
apos a cocgcdo em panela de pressdo doméstica por 13 minutos. Foram determinados
0os conteludos de compostos fendlicos e flavonoides totais, proantocianidinas e
atividade antioxidante pelo método de captura dos radicais livres DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil), ABTS (4cido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico) e FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power), por meio da espectrofotometria, antes e apos a
coccdo, e em todas as fases do processo digestivo (oral, gastrica, duodenal e
colbnica). Pesquisaram-se oito acidos fendlicos, e a identificagdo e quantificacao foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os graos da cultivar BRS
Tumucumaque apresentaram maiores conteudos de compostos fendlicos totais antes
(297,23 mg/100g * 4,24) e apos (147,15 mg/100g + 6,94) e de flavonoides totais antes
(49,36 mg/100g + 2,02) e apos (23,97 mg/100g + 0,67) a coccdo. Nao foi detectada a
presenca de antocianinas nos graos. Para os teores de taninos, verificou-se uma
reducdo estatisticamente significativa nos graos com o cozimento, com maior retencao
na cultivar BRS Aracé. Para a atividade antioxidante, apdés 0 processamento,
observou-se uma reducéo significativa (p<0,05). O contetdo de compostos fendlicos
totais e a atividade antioxidante foram reduzidos ap6s a cocg¢do, mas aumentaram
com a digestéo gastrointestinal simulada in vitro, devido a liberacdo de formas ligadas.
Nos gréaos crus foram identificados cinco acidos fendlicos ap6s a digestdo in vitro
(acidos galico, clorogénico, cafeico, p-cumarico e feralico), enquanto que nos graos
cozidos trés foram identificados (&cidos gélico, cafeico e ferulico). Os acidos fendlicos
sofreram degradacdo sob condi¢des gastrointestinais, entretanto, os graos das trés
cultivares de feijao-caupi biofortificadas avaliadas mantiveram compostos com
relevante bioatividade (graos crus — acidos galico, cafeico e p-cumarico; graos cozidos
— acidos gélico e cafeico) e atividade antioxidante, que podem auxiliar na protecao
contra doencas crbnicas ndo transmissiveis, 0 que ratifica que o feijao-caupi € um
alimento fonte de antioxidantes naturais, para inclusdo na ingestdo diaria da
populacao.

Palavras-chave: Vigna unguiculata. Processamento térmico. Digestdo in vitro.
Fendlicos. Flavonoides. Compostos bioativos.



GENERAL ABSTRACT

BARROS, N. V. A. In vitro bioaccessibility, identification of phenolic compounds
and antioxidant activity in raw and cooked grains of biofortified cowpea
cultivars. 2019. 160 f. Thesis (Doctorate) - Postgraduate Program in Food and
Nutrition, Federal University of Piaui, Teresina - PI.

Cowpea grains contain bioactive compounds of which phenolic compounds are
prominent, which are concentrated in the seed coat and have the potential to assist in
protecting the organism against chronic noncommunicable diseases. Researches that
evaluate the fractions accessible to the body's absorption of bioactive compounds
during in vitro gastrointestinal digestion of cowpea beans are scarce. Thus, this study
aimed to evaluate the in vitro bioaccessibility of phenolic compounds and antioxidant
activity in the biofortified grains cowpea before and after cooking. The raw grains of
the cultivars BRS Aracé, BRS Tumucumaque and BRS Xiquexique were analyzed in
triplicate in flour form, and the cooked grains macerated together as broth after cooking
in a domestic pressure cooker for 13 minutes. The contents of phenolic and total
flavonoids compounds, proanthocyanidins and antioxidant activity were determined by
the free radical capture method DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), ABTS (2,2'-
azino-bis (3-ethylbenzothiazoline -6-sulfonic acid) and FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power), by means of spectrophotometry, before and after cooking, and in
all phases of the digestive process (oral, gastric, duodenal and colonic). Eight phenolic
acids were investigated, and the identification and quantification was performed by
high performance liquid chromatography (HPLC). Grains of cultivar BRS
Tumucumaque had higher concentrations of total phenolic compounds before (297.23
+ 4.24 (mean * standard deviation) mg/100 g) and after (147.15 + 6.94 mg/100 q)
cooking, and also had higher concentrations of total flavonoids before (49.36 + 2.02
mg/100 g) and after (23.97+ 0.67 mg/100 g) cooking. Anthocyanins were not measured
in the grains of either cultivar. There was a statistically significant reduction in the
concentration of total flavanols after cooking, with a greater retention in cultivar BRS
Aracé. For antioxidant activity, after cooking, a significant reduction was observed. The
content of total phenolic compounds and antioxidant activity were reduced after
cooking, but increased with in vitro simulated gastrointestinal digestion, due to the
release of bound forms. In raw grains five phenolic acids were identified after in vitro
digestion (gallic, chlorogenic, caffeic, p-coumaric and ferulic acids), while in cooked
grains three were identified (gallic, caffeic and ferulic acids). The phenolic acids
underwent degradation under gastrointestinal conditions; however, the grains of the
three biofortified cowpea cultivars maintained compounds with relevant bioactivity (raw
grains - gallic, caffeic and p-coumaric acids, cooked grains - gallic and caffeic acids)
and activity antioxidant, which may help protect against non-transmissible chronic
diseases, wich ratities that the cowpea a food source of natural antioxidants for
inclusion in the daily intake of the population.

Key words: Vigna unguiculata. Thermal processing. Digestion in vitro. Phenolics.
Flavonoids. Bioactive compounds.
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1 INTRODUCAO

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] € uma leguminosa comumente
conhecida no Brasil como caupi, feijdo-caupi, feijdo-de-corda, macéassa, feijao de
praia, macassar, dentre outras. O Brasil € o quarto produtor mundial dessa
leguminosa, constituindo-se num dos principais componentes da dieta alimentar, nas
zonas rural e urbana, gerando emprego e renda para milhares de pessoas (FREIRE-
FILHO et al., 2017). O feijao-caupi € uma excelente fonte de proteinas, carboidratos,
vitaminas e minerais, fibras alimentares, além de apresentar baixa quantidade de
gordura e um bom perfil de aminoacidos (ANDRADE JUNIOR et al., 2002).

Além dos beneficios nutricionais, o feijao-caupi é rico em compostos bioativos
com destaque para os polifenois, principalmente os acidos fenodlicos e flavonoides,
gue estdo mais concentrados no revestimento do grao (AWIKA; DUODU, 2017).
Assim, esta leguminosa apresenta elevada atividade antioxidante, bem estabelecida
na literatura (BARROS et al., 2017; CAVALCANTE et al., 2017; MARATHE et al.,
2011; MOREIRA-ARAUJO et al., 2017; NDERITU et al., 2013).

Por outro lado, Fabbri e Crosby (2016) relataram que as leguminosas contém
diversos anti nutrientes ou fatores antinutricionais, sendo necessario antes da sua
utiizacdo um método de processamento térmico adequado para redugcdo ou
eliminacdo desses compostos. Pallermo, Pellegrini e Fogliano (2014) em extensa
revisdo da literatura demonstraram que a coc¢cao promoveu mudancas no conteudo
de fitoquimicos dos vegetais, com o0 aumento ou reducdo destes componentes
guimicos.

E consenso na literatura que a cocgdo reduz o conteldo de compostos
fendlicos em leguminosas, como o feijdo-caupi (ADEBOOYE; SINGH, 2007; BARROS
etal., 2017; CAVALCANTE et al., 2017; MTOLO; GERRANO; MELLEM, 2017; YADAV
et al., 2018). Zhao et al. (2019) justificaram que esta diminuicdo pode ser devida a
lixiviagdo de polifenois hidrossoliveis para a a4gua de cozimento, ou entdo as
mudancgas estruturais de compostos fendlicos que ocorrem durante o processamento
térmico. Assim, os fitoquimicos séo influenciados pelos métodos de coccéo e, como
resultado, a atividade antioxidante do alimento também é afetada. A coccéo do feijao-
caupi ndo produz um caldo espesso, e a maioria das preparacgdes culinarias na qual

esta leguminosa é utilizada, o caldo é desprezado.
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Além disso, para que estes compostos exercam os beneficios esperados a
saude humana deve ser levado em consideracéo o estado bioquimico em que esses
chegam a corrente sanguinea e atingem tecidos alvos. Assim, € de grande importancia
o entendimento do destino dos compostos bioativos do alimento no trato
gastrointestinal (TGI) durante a digestdo. Nesse aspecto, a bioacessibilidade dos
nutrientes representa a quantidade de um composto liberado da matriz alimentar e
solubilizado na fase aquosa (quimo), que esta disponivel para absor¢céao na circulacéo
sistematica por meio da parede do intestino (DUPONT, 2016; LUCAS-GONZALEZ et
al., 2018).

Atualmente, os métodos de simulacdo da digestdo gastrointestinal podem ser
realizados in vivo ou in vitro. Devido as restricdes éticas e econdmicas dos métodos
in vivo, os modelos de digestado gastrointestinal (DG) in vitro sdo vistos como uma
alternativa interessante, pois podem reproduzir, com precisdo, as condigdes
bioguimicas de diferentes fases envolvidas no processo de digestdo (ALMINGER et
al., 2014; LUCAS-GONZALEZ et al., 2018; MINEKUS et al., 2014).

De acordo com a literatura, a DG in vitro afetou de forma positiva o contetdo
de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante nos graos de feijdo-caupi.
Hachibamba et al. (2013) e Mtolo, Gerrano e Mellem (2017) observaram que apos a
DG simulada houve um aumento da quantidade de compostos antioxidantes
acessiveis e a absorcdo de componentes benéficos dos graos de feijao-caupi cozido
no nivel intestinal.

A investigacdo da funcionalidade in vitro dos compostos fendlicos presentes
nos graos de feijdo-caupi é escassa. Nao existem estudos até o presente momento
gue abordem, em cada etapa do processo digestivo, o conteudo de compostos
bioativos e a atividade contra os radicais livres. Baseado em busca na literatura
cientifica disponivel, diversos grdos de cultivares de feijdo-caupi ainda ndo foram
avaliadas, entre elas as cultivares melhoradas geneticamente de forma convencional
BRS Aracé, BRS Xiquexique e BRS Tumucumaque.

O valor nutritivo e funcional dos graos de feijao-caupi sofre influéncia de varios
fatores, tais como o processamento térmico e a digestdo. Nessa perspectiva, 0
presente trabalho objetivou avaliar o efeito da simulagao da digestao gastrointestinal
in vitro sobre o contetdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante nos gréos
das cultivares de feijao-caupi BRS Aracé, BRS Xiquexique e BRS Tumucumaque,

antes e ap0s a cocc¢ao.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a bioacessibilidade in vitro de compostos fendlicos e atividade

antioxidante em graos crus e cozidos de cultivares de feijdo-caupi biofortificadas.

2.2 ESPECIFICOS

o Analisar o teor de compostos fendlicos, flavonoides e proantocianidinas totais e
atividade antioxidante antes e ap0s a coccao de grdos de trés cultivares de
feijdo-caupi biofortificadas.

o Determinar os teores de compostos fendlicos, flavonoides e proantocianidinas
totais e atividade antioxidante nas quatro fases do processo digestivo (oral,
géastrica, duodenal e colbnica), nos graos crus e cozidos de trés cultivares de
feijdo-caupi biofortificadas.

o Identificar os acidos fendlicos antes e apés a digestao in vitro, nos graos crus e

cozidos de trés cultivares de feijdo-caupi biofortificadas.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.)
3.1.1 Origem, Classificacéo e Importancia econémica

O feijdo-caupi € uma planta da familia Leguminoseae, género Vigna, espécie
Vigna unguiculata (L.) Walp., subespécie unguiculata. Devido a existéncia de grande
variabilidade genética, as cultivares brasileiras séo classificadas em cinco cultigrupos,
a saber: Unguiculata, Biflora, Sesquipedalis, Textilis e Melanophthalmus. Na producéo
de grdos secos, a maioria dos cultivares brasileiros provém dos cultigrupos
Unguiculata e Melanophthalmus (FREIRE-FILHO et al., 2017).

O feijao-caupi é uma das culturas de grdos de leguminosas mais importantes
nas regides do semiarido e trépicos que cobrem a Asia, a Africa, o sul da Europa,
América Central e do Sul, amplamente cultivada como cultura polivalente que é
utilizada ndo s6 para a alimentacdo humana e medicina, mas também como racéo
animal (SPRENT; ODEE; DAKORA, 2010). Segundo dados da Food and Agricultural
Organization (FAO), os trés maiores produtores mundiais de feijdo-caupi estdo no
continente africano, sendo a Nigéria (2,6 milhdes de toneladas), Niger (950 mil
toneladas) e Burkina Faso (405 mil toneladas) (FAO, 2017). No entanto, estes dados
de producdo podem estar subestimados em razdo de paises como Brasil, por
exemplo, e outros ndo apresentarem estatisticas separadas de feijdo-caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) e feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.), apesar de
apresentarem volume expressivo de produgéo.

O Brasil figura como o quarto maior produtor mundial, com uma area plantada
de 1.282.258 hectares (ha), 479.011 toneladas de producéo e produtividade de 374
kg/ha. De acordo com o 11° levantamento realizado pela Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB, 2018), referente a safra 2017/2018 de graos no Brasil, os
dados séo bem mais promissores, com a producao de feijao-caupi nesse periodo de
848,3 mil toneladas, produzidas em 1.520,3 mil’/ha, com uma produtividade média de
558 kg/ha.

Freire-Filho et al. (2017) relataram que no Brasil, o feijdo-caupi foi introduzido
no século XVI pelos colonizadores portugueses, no estado da Bahia e,
posteriormente, expandiu-se para outros estados. Atualmente, a producdo da
leguminosa esta em constante expansao, principalmente para as areas do cerrado

das regifes Sudeste e Centro-Oeste. Nestas, o0 caupi é cultivado na forma de safrinha
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por pequenos e médios produtores, com a mesma tecnologia utilizada na produgéo
da soja.

Para Rocha, Damasceno-Silva e Menezes-Junior (2017), a expanséo do feijao-
caupi nos cerrados do Brasil deve-se ao desenvolvimento de novas tecnologias para
0 cultivo mecanizado, bem como o melhoramento genético que vem sendo
desenvolvido para a obtencao de cultivares com arquitetura moderna de planta, ciclo
de maturacdo mais precoce e uniforme, além de melhor qualidade sensorial e
tecnoldgica dos graos.

O feijdo-caupi é utilizado para varias finalidades e em diversos sistemas de
producao. Este pode ser comercializado como graos secos (mercado principal), grdos
imaturos (feijao fresco ou feijdo verde), farinha para acarajé e sementes. O mercado
do feijao-caupi gira em torno, principalmente da producéo de grdos secos e imaturos.
Bastante apreciado por seu sabor e cozimento mais facil, é utilizado em vérios pratos
tipicos da regido Nordeste, sendo o baido-de-dois 0 mais popular, prato tipico onde o
feijdo-caupi e o arroz sédo cozidos juntos (ANDRADE et al., 2010).

Devido a variacdes fenotipicas em seus gréos, como a cor de tegumento por
exemplo, o feijdo-caupi recebe muitos nomes populares no Brasil que variam de
acordo com a regido do pais. E conhecido popularmente como feijéo-de-corda, feijdo
macassa ou feijao macassar, na regido Nordeste; feijdo-de-praia, feijdo-da-estrada ou
feijdo-da-colbnia, na regiao Norte; feijao-miado, na regido Sul; feijdo catador e feijao
gurutuba, em algumas regides do Estado da Bahia e norte de Minas Gerais; e feijao
fradinho, no Estado do Rio de Janeiro (NEVES et al., 2011).

Em virtude dos diferentes tipos de feijdo-caupi comercializados, surgiu a
necessidade de padronizacéo da classificacdo da cultura, conforme mostra o Quadro
1. Nesta classificacao, o feijdo-caupi € dividido em classes e subclasses comerciais,

de acordo com a coloragdo do tegumento.
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Quadro 1 - Classes e subclasses comerciais e caracteristicas dos graos de feijao-

caupi.
Classe® Subclasse® Caracteristica do grao®
Branco liso Tegumento branco e liso
Branco rugoso Tegumento branco e rugoso
Fradinho Tegumento branco, rugoso com halo
reto
Branco & :
Olho-marrom Tegumento branco, podendo ser liso ou
rugoso com halo marrom
Olho-vermelho Tegumento branco, podendo ser liso ou
rugoso com halo vermelho
Preto-fosco Tegumento preto, liso e fosco
Preto
Preto-brilhoso Tegumento preto, liso e brilhoso
Mulato liso Tegumento marrom e liso
Mulato rugoso Tegumento marrom e rugoso
Canapu Tegumento marrom-claro, liso,
comprimido nas extremidades
Sempre-verde Tegumento esverdeado-claro e liso
Verde Tegumento e/ou cotilédones verdes
Cores Manteiga Tegumento creme-amarelo, liso ou
levemente enrugado
Vinagre Tegumento vermelho e liso
Azulao Tegumento azulado e liso
Corujinha Tegumento mosqueado cinza ou
azulado liso
Rajado Tegumento de cor marrom, liso
com rajas longitudinais mais
escuras
Misturado Produto com graos de diferentes
classes e subclasses

Fonte: FREIRE-FILHO et al. (2017).

3.1.2 Melhoramento genético do feijdo-caupi

O melhoramento genético desta leguminosa tem como objetivo principal, o

desenvolvimento de novas cultivares que se adequem a diferentes perfis de
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agricultores e consumidores. Dessa forma, busca em curto prazo, desenvolver
cultivares de arquitetura diversificada, aumentar a producéo de graos, resisténcia as
doencas e pragas, as altas temperaturas e estresses hidricos. Além disso, ha uma
preocupacdo em aumentar os niveis de nutrientes importantes para a populacgéo,
como proteina, ferro, zinco, fibora e bem como o conteddo de compostos bioativos,
sem esquecer sua qualidade visual e culinaria (FREIRE FILHO et al., 2011).

Os primeiros estudos gerais envolvendo o melhoramento genético do feijao-
caupi no Brasil iniciaram-se no ano de 1925. Entre os anos de 1963 a 1973, apos
intensos estudos envolvendo Institutos de Pesquisas e Universidades, houve a
liberagcdo das primeiras cultivares de feijdo-caupi no Brasil, realizada pela
Universidade Federal do Ceara. Um marco importante ocorreu no ano de 1991, onde
a Embrapa montou uma equipe de trabalho com feijdo-caupi, que passou a ser
liderada pela Embrapa Meio-Norte, em Teresina, Piaui. Atualmente, a rede de trabalho
passou por uma ampliacao, incluindo todos os estados da regido Norte, Nordeste e
os estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Sdo Paulo. Foi
possivel verificar durante todos esses anos grandes avancos na qualidade dos graos,
resisténcia a virus, arquitetura da planta e precocidade, viabilizando a cadeia
produtiva em larga escala de forma mecanizada no cerrado brasileiro (FREIRE FILHO
et al., 2011; SANTANA, 2017).

No Brasil, foram lancadas 73 cultivares melhoradas de feijdo-caupi, por
diferentes programas de melhoramento genético de Instituicdes publicas, em sua
grande maioria pela Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuéria (Embrapa). No
Brasil, a Embrapa Meio-Norte é o centro de referéncia em pesquisa com o feijao-caupi,
localizada na regido Nordeste do pais (Teresina-Piaui), e possui um Banco Ativo de
Germoplasma, com aproximadamente, 4.000 acessos. A colegcdo de base possui
4.153 acessos e sdo mantidos na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Brasilia-Distrito Federal) (OLIVEIRA, 2018; ROCHA; DAMASCENO-SILVA,;
MENEZES-JUNIOR, 2017).

3.1.2.1 Biofortificacao

O programa de melhoramento de feijdo-caupi da Embrapa Meio-Norte tem
como um dos objetivos a biofortificacdo do gréo para os teores de proteinas, ferro e

zinco. Os programas de biofortificacdo BioFort e HarvestPlus tem como foco maior os
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microminerais ferro e zinco. Como resultados ja foram langadas trés cultivares de
feijdo-caupi com altos teores de ferro e zinco: BRS Aracé, BRS Tumucumaque e BRS
Xiquexique.

A cultivar BRS Aracé (Figura 1) enquadra-se na classe comercial cores e
subclasse comercial verde, porte da planta semi-prostrado, com graos de forma
arredondada, cor verde-oliva, tegumento liso, vagens de cor roxa, ciclo para
maturacao de 70-75 dias e altos teores de proteina (25%) ferro e zinco (BRS Aracé...,
2009). Representa uma boa opc¢éo para o mercado de graos secos e imaturos (feijao-
verde) (ROCHA; DAMASCENO-SILVA; MENEZES-JUNIOR, 2017).

] N Sementes I

e BRS Aracé
Av. Duque de Caxias, n® 5.650, Bairro
Buenos Aires Caixa Postal: 001

CEP: 64008-780 - Teresina - P

Figura 1 — Gréos da cultivar BRS Aracé. Fonte: A autora.

A cultivar BRS Tumucumaque (Figura 2) enquadra-se na classe comercial
branco e subclasse comercial branco-liso, porte da planta semiereto, com gréos de
forma levemente reniforme, cor branca, tegumento liso, vagens de cor roxa, ciclo para
maturacado de 65-70 dias, bom teor de proteina (23,5%) e altos teores de ferro e zinco
(BRS Tumucumaque..., 2009). Representa uma boa opcédo para o mercado de gréos
secos e imaturos (feijio-verde) (ROCHA; DAMASCENO-SILVA; MENEZES-JUNIOR,
2017).
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BRS Tumucumagque
Av. Duque de Caxias, n® 5.650, Bairro
| Buenos Aires Caixa Postal: 001
| | CEP: 64008-780 - Teresina - PI

Figura 2 — Graos da cultivar BRS Tumucumaque. Fonte: A autora.

A cultivar BRS Xiquexique (Figura 3) enquadra-se na classe comercial branco
e subclasse comercial branco-liso, porte da planta semi-prostrado, com graos de
forma arredondada, cor branca, tegumento liso, vagens de cor amarelo-avermelhada,
ciclo para maturacdo de 65-75 dias, bom teor de proteina (23,23%) e altos teores de
ferro e zinco (BRS Xiquexique..., 2008). Esta cultivar € uma opcao no combate as
caréncias nutricionais, como a deficiéncia de micronutrientes (ROCHA;
DAMASCENO-SILVA; MENEZES-JUNIOR, 2017).

resg o) = il
| BRS Xiquexique I
i Av. Duque de Caxias, n2 5.650, Bairro
| Buenos Aires Caixa Postal: 001

L_CEP: 64008-780 - Teresina - PI

Figura 3 — Graos da cultivar BRS Xiquexique. Fonte: A autora.
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Oliveira (2016) avaliou a adaptabilidade e estabilidade das concentracdes de
ferro e zinco e a qualidade quimica em 10 linhagens e duas cultivares de feijao-caupi,
em ensaios de validacdo conduzidos em municipios dos Estados do Piaui e
Maranh&o. Como resultados, observou-se que a cultivar BRS Xiquexique e as
linhagens MNCO04-762F-9 e MNCO04-774F-78 apresentaram as maiores
concentracdes de ferro e zinco no gréao, além de elevada adaptabilidade e estabilidade
nos ambientes avaliados.

Baseado no exposto, o melhoramento genético do feijdo-caupi € importante
devido ao desenvolvimento e langamento no mercado de cultivares com melhor valor
nutritivo e funcional, podendo auxiliar na prevencéo de doencas carenciais e crénicas
nao transmissiveis (DCNT’s), além de grdos com forma, cor, tamanho e caracteristicas

tecnolégicas que atendam as exigéncias do mercado.

3.1.3 Qualidade nutritiva e compostos bioativos do feijao-caupi

O feijdo-caupi € uma excelente fonte de proteinas, carboidratos, vitaminas,
minerais, fibras alimentares, além de apresentar baixa quantidade de gordura e um
bom perfil de aminoacidos, sendo que o teor destes nutrientes pode variar de acordo
com as préticas agrondémicas realizadas na cultura e manejo pés-colheita (ANDRADE
JUNIOR et al., 2002). Em relacéo aos acidos graxos, destaca-se o palmitico (50%),
seguido dos &cidos estearico, oleico e linoleico, sendo este ultimo um &cido graxo
essencial (SALGADO; LIVEIRA; GUERRA, 2008).

Entretanto, Carvalho et al. (2012) destacaram que o feijdo-caupi possui
algumas propriedades indesejaveis que sdo comuns a outras sementes de
leguminosas, como a deficiéncia dos aminoacidos metionina e cisteina, bem como
consideraveis conteudos de fatores antinutricionais como inibidores de protease,
lectinas, &cido fitico, taninos, entre outros.

Os grédos de feijao-caupi também contém compostos bioativos que sé&o
benéficos para a saude humana, como os compostos fendlicos. Estes se concentram
no tegumento da semente e tém o potencial de proteger o corpo contra doencas
crbnicas ndo transmissiveis. Dentre os principais tipos de compostos fendlicos
presentes, destacam-se os acidos fenolicos e flavonoides (SOMBIE et al., 2018).

Diversos estudos foram realizados para a caracterizacdo dos compostos

bioativos no feijdo-caupi, conforme mostrado no Quadro 2.
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Quadro 2 — Composicao de polifenois nos graos de cultivares de feijao-caupi.

Compostos | Solvente Cultivar Produto Teores Referéncia
fendlicos
Metanol Vermelha Farinha 2,086 * 0,058 | Marathe et al.
80% mg EAG/100 g (2011)
Metanol Marrom Farinha 6,378 * 0,054 | Marathe et al.
80% mg EAG/100 g (2011)
Metanol Texas Farinha 46.48 + 0.78 mg | Adjei-Fremah
80% cream 40 EAG/100 g et al. (2015)
(creme)
Metanol Mississippi | Farinha 269,39 + 1,35 | Adjei-Fremah
80% silver mg EAG/100 g et al. (2015)
(marrom)
Metanol C4 (branca) | Farinha 480,195+ Dalaram
80% 15,286 mg.kgt | (2015)
Metanol C1 (branca) | Farinha 721,952 Dalaram
80% +25,004 mg.kg? | (2015)
Metanol C5 Farinha 825,703 + 8,493 | Dalaram
Polifenois | 80% (vermelha) mg.kg? (2015)
totais Metanol BRS Farinha 177 £ 0,78 mg | Moreira-
(50%)- Tumucuma EAG/100 g Aradjo et al.
Acetona gue (2017)
(70%)
Metanol Pingo  de | Farinha 437 * 2,48 mg | Moreira-
(50%)- Ouro, 1-2 EAG/100 g Aradjo et al.
Acetona (2017)
(70%)
Acetona TVU 14676 | Farinha 692,03 + 9,58 | Sombié et al.
80% (marrom) mg EAG/100 g (2018)
Acetona CRO06-07 Farinha 250,84 + 19,79 | Sombié et al.
80% (vermelha) mg EAG/100 g (2018)
Metanol BRS Farinha 199,05 + 1,98 | Moreira-
(50%)- Xiquexique mg EAG/100g | Aravjo et al.
Acetona (2018)
(70%)
Fendlicos Etanol preta Farinha 75,57 £ 2,59 mg | Gutiérrez-
livres 80% EAG/100 g Uribe, Romo-
Lopez e
Serna-
Saldivar
(2011)
Acetona Agrinawa Farinha 211,03 £ 3,50 | Nderitu et al.
70% (vermelha) ug/g (2013)
Acetona Agrinawa Cozido 163,24 + 2,33 | Nderitu et al.
Flavonoides | 70% (vermelha) ug/g (2013)
totais Acetona Black-eye Farinha 34,01 + 2,50 | Nderitu et al.
70% (creme) ug/g (2013)
Acetona Black-eye Cozido 19,94 £ 0,26 | Nderitu et al.
70% (creme) ug/g (2013)
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Quadro 2 (Continuacdo) — Composicao de polifenois nos graos de cultivares de feijao-

caupi.
Compostos | Solvente Cultivar Processamento Teores Referéncia
fendlicos
Agua Oloka Farinha 0,81%=0,014 Aziagba et al.
(2017)
Metanol BRS Farinha 458 + 0,31 mg | Moreira-
(50%)- Tumucumaque EQ/100 g Araudjo et al.
Acetona (2017)
(70%)
Metanol | Pingo de Ouro, | Farinha 6,44 = 0,15 mg | Moreira-
(50%)- 1-2 EQ/100 g Araudjo et al.
Acetona (2017)
. (70%)
Flavongldes Metanol BRS Farinha 67,96 =+ 0,54 mg | Moreira-
totals (50%)- | Xiquexique EQ/100 g Aratjo et al.
Acetona (2018)
(70%)
Acetona | TVU 14676 | Farinha 20,10 £ 0,96 mg | Sombié et al.
80% (marrom) EQ/100 g (2018)
Acetona | CRO06-07 Farinha 20,86 += 0,55 mg | Sombié et al.
80% (vermelha) EQ/100 g (2018)
Metanol | 15 cultivares | Farinha 363,6 a 453,9 mg | Nassourou et
70% homozigotas de equivalente de | al. (2016)
rutina por 100 g
Flavonoides | Etanol preta Farinha 97,50 = 2,00 mg | Gutiérrez-
livres 80% EQ/100 g Uribe, Romo-
Lopez e
Serna-
Saldivar
(2011)

Legenda: EAG — Equivalentes em Acido Galico; EQ — Equivalentes em Quercetina.

Conforme o Quadro 2, observou-se teores de compostos fendlicos variaveis

entre os estudos. Para Deng et al. (2013), os teores de compostos bioativos em frutas,

hortalicas e leguminosas s&o influenciados por muitos fatores, incluindo regido

geografica, clima e condicdes de armazenamento. Além disso, Awika e Duodu (2017)

enfatizaram que o teor de compostos fendlicos no feijao-caupi varia significativamente

dependendo do fen6tipo, bem como os métodos e padrBes usados para extracéo e

técnicas de processamento térmico aplicados.

Devido ao crescente interesse nos beneficios a saude, os compostos fendlicos

presentes nos graos de feijdo-caupi tém sido objeto de muitos estudos. Estes
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compostos sédo benéficos para a satde humana e animal devido as suas propriedades
antioxidante (ADJEI-FREMAH et al., 2015; SOMBIE et al., 2018), anti-inflamatéria
(OJWANG et al., 2015), anticancerigena (GUTIERREZ-URIBE; ROMO-LOPEZ;
SERNA-SALDIVAR, 2011), antiaterogénica (CUI et al., 2012), hipoglicémica e
hipotensora (SREERAMA; SASHIKALA; PRATAPE, 2012).

Nos graos de feijdo-caupi, os acidos fendlicos sdo os principais componentes
da grande classe de compostos fendlicos. Os acidos fendlicos sédo importantes
metabdlitos secundarios das plantas que funcionam como componentes estruturais
da parede celular, intermediérios da biossintese e de moléculas de sinalizagdo, bem
como atuam na defesa da planta. Na sua estrutura quimica, eles sdo formados por
um anel fendlico e um grupo acido carboxilico. No feijdo-caupi, os principais acidos
fendlicos obtidos sdo derivados do &cido cindmico ou benzoico (NDERITU et al.,
2013), conforme mostrado na Figura 4.

O
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Derivados do acido benzoico: Derivados do acido cinamico:
R,=R,=H, acido p-hidroxibenzoico R = H, acido p-cumarico
R, =R, = OH, &cido gélico R1 = OH, acido cafeico

R, = OH, R, = H, acido protocatecoico R1=0OCH,, acido ferdlico

Figura 4 - Estruturas quimicas dos principais acidos fenolicos (derivados do acido
benzoico e cinamico) identificados no feijao-caupi.

Fonte: AWIKA e DUODU (2012) adaptado.

Alguns estudos demonstraram os tipos de compostos fendlicos presentes em
graos de cultivares de feijao-caupi cruas. Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin (2003) ao
avaliarem dezessete variedades de feijao-caupi cultivadas no Arkansas, identificaram
0 acido protocatecoico como o principal acido fendlico presente nas formas
esterificadas, com contetdo variando de 9,3 + 1,3 mg/100 g a 92,7 + 0,8 mg/100 g.
No estudo de Gutiérrez-Uribe, Romo-Lopez e Serna-Saldivar (2011), os autores

verificaram em gréos de cultivar de feijdo-caupi com tegumento preto, comercializada
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em Yucatan no México, a presencga de acidos fendlicos livres, que foram os acidos
ferdlico (26,25 + 3,47 ug/g) e cumarico (1,25 + 0,52 ug/g). Na pesquisa de Zia-Ul-Haq
et al. (2013), verificou-se a presenca dos acidos neoclorogénico, clorogénico e cafeico
em quatro cultivares de feijdo-caupi no Paquistao.

Para gréaos de cultivares cruas e biofortificadas com os minerais ferro e zinco,
em estudo de Moreira-Aradjo et al. (2017) obtiveram 45,4 + 2,667 mg/100 g de acido
galico e 27,8 £ 2,991 mg/100 g de acido cafeico na cultivar BRS Tumucumaque; 0s
mesmos autores verificaram na cultivar BRS Xiquexigue elevados teores de &cidos
galico (67,19 £+ 6,200 mg/100 g) e ferdlico (32,07 £ 0,753 mg/100 g) (MOREIRA-
ARAUJO et al., 2018).

As composicdes quimicas e funcionais presentes nos grdos do feijao-caupi
variam consideravelmente de acordo com fatores ambientais e genéticos. Assim,
torna-se de fundamental importancia a identificagdo e quantificagdo dos principais
compostos fendlicos presentes nas novas cultivares desenvolvidas por meio de

melhoramento genético.

3.2 Efeito da cocc¢do no conteudo de compostos bioativos

O feijao-caupi tem seu consumo limitado devido a presenca de certos fatores
antinutricionais, como os compostos fenaolicos, taninos e acido fitico. Os taninos inibem
a digestibilidade proteica, enquanto o acido fitico reduz a biodisponibilidade de alguns
minerais essenciais. Assim, torna-se necessario 0 processamento térmico antes do
seu consumo, pois os estudos demonstraram que os diferentes métodos de coccéo
melhoram a qualidade nutricional de leguminosas em extensdes variaveis (AVANZA
et al., 2013).

Para Zhao et al. (2019), os beneficios do processamento dos alimentos sao
inUmeros, como a melhoria da seguranca alimentar, aumento do valor nutricional e a
formacdo ou liberacdo de fitoquimicos naturais com propriedades funcionais e
bioativas (ou seja, propriedades antioxidantes ou antimicrobianas). Entretanto, pode
resultar em algumas consequéncias indesejadas, como a perda de nutrientes e a
formacdo de compostos toxicos com efeitos negativos no sabor, textura ou cor do
alimento.

Diversos estudos ja foram realizados com o objetivo de verificar os efeitos das

diferentes técnicas de coccdo nas propriedades nutritivas e funcionais das
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leguminosas. Dentre estas incluem-se: cozinhar a vapor, sob pressao e no micro-
ondas, assar, ferver, fritar e refogar (FABBRI; CROSBY, 2016). As condicdes
empregadas na coccédo levam a inducéo de uma série de mudancas nas propriedades
fisicas, composicdo quimica e modificagbes enziméticas dos alimentos, conforme
relataram Zhao et al. (2019).

Lépez-Martinez et al. (2017) enfatizaram também que é possivel ocorrer a
reducdo dos compostos bioativos de leguminosas apés a coccao devido a rearranjos
guimicos, como a ligacdo de compostos fendlicos com outras substancias organicas
ou a lixiviacdo de compostos fendlicos solliveis em agua na dgua de cozimento. Por
isso, Barros et al. (2017) alertaram a importancia do consumo de feijdo-caupi mais o
caldo de coccéo, para maior retencdo dos compostos com propriedades antioxidantes.

Considerando a atividade sequestradora de radicais livres, 0 uso de altas
temperaturas pode melhorar as propriedades antioxidantes dos compostos que
ocorrem naturalmente ou a formacdo de novos compostos, como 0s produtos da
reacdo de Maillard ou Maillard Reaction Products (MRPs), que geralmente exibem
elevadas propriedades antioxidantes; ou pode implicar inativacdo de peroxidases que
possuem propriedades pré-oxidantes, aumentando assim, a atividade antioxidante do
alimento (MURADOR et al., 2018).

Para o gréo de feijdo-caupi, diversos estudos demonstraram que a COCCao
diminui o contetdo de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante (BARROS
etal., 2017; CAVALCANTE et al., 2017; MTOLO; GERRANO; MELLEM, 2017; YADAV
et al.,, 2018). O efeito final da coccdo na concentragdo dos compostos bioativos
depende dos parametros utilizados no processamento (tempo e temperatura), da
estrutura da matriz alimentar e a natureza quimica do composto especifico.

Adebooye e Singh (2007) concluiram em seu estudo com duas variedades de
feijdo-caupi (C-152 e S-1552) que a descorticacdo e cozimento resultaram em perdas
significativas de taninos, compostos fendlicos e fitatos. Contudo, a coc¢ao ndo afetou
a composicao mineral (Ca, Fe, Mn, Zn, K, Mg e Cu), ao passo que houve perdas
significativas nos teores de minerais com a retirada do tegumento.

No estudo de Barros et al. (2017), que objetivou analisar o efeito da coc¢éo nos
niveis de compostos bioativos e atividade antioxidante em trés cultivares de feijao-
caupi (BRS Aracé, BRS Tumucumaque e BRS Xiquexique), foram observadas perdas
significativas destes compostos apds a coc¢ao, com elevada transferéncia destes

para o caldo.
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Entretanto, em pesquisa desenvolvida por Cavalcante et al. (2017) com cinco
cultivares de feijao-caupi (BRS Marataoa, BR 17-Gurguéia, BRS Itaim, BRS Cauamé
e BRS Guariba), houve um aumento no teor de compostos fendlicos considerando o
grao cozido mais o caldo de cocc¢ao, que pode ter sido resultado de maior solubilizagéo
e extracdo dos compostos, devido ao amolecimento ou ruptura das células vegetais.
Os maiores niveis destes compostos foram verificados nas cultivares BRS Marataoa
e BR 17-Gurguéia.

Yadav et al. (2018), ao avaliarem os efeitos de tratamentos térmicos
(autoclavagem, micro-ondas, fervura e torrefacdo) e ndo térmicos (imersdo e
fermentacdo) em quatro cultivares de feijdo-caupi (EC4216, BL2, Kohinoor e Gomati)
verificaram que o processamento térmico reduziu o conteudo de compostos fendlicos
e flavonoides totais e atividade antioxidante (Ferric Reducing Antioxidant Power -
FRAP). De todos os tratamentos usados, a fermentacdo aumentou a retencdo de
compostos bioativos e a atividade antioxidante das cultivares analisadas.

Assim, ndo ha um consenso na literatura a respeito dos efeitos da coc¢éo sobre
as propriedades nutritivas e funcionais das leguminosas, como o feijdo-caupi. Sendo
de grande importancia a verificagdo do efeito do processamento térmico nas

caracteristicas nutritivas e funcionais desta leguminosa.

3.3 Bioacessibilidade e biodisponibilidade em matrizes alimentares

A nutricdo humana compreende um conjunto de processos que envolvem
desde a ingestdo do alimento até a sua assimilacdo e absor¢ao celular. Os efeitos
benéficos deste dependem do aporte de nutrientes contidos nos alimentos ingeridos.
Entretanto, devido a complexidade de fatores envolvidos durante as diversas etapas
da nutricdo, sabe-se que a quantidade de um nutriente presente na dieta € diferente
da quantidade do mesmo que € utilizada pelo organismo (BOLAND, 2016).

Neste sentido, torna-se importante distinguir os termos biodisponibilidade e
bioacessibilidade. O termo biodisponibilidade refere-se a absorcéo, distribuicdo, o
metabolismo, tempo de meia vida efetiva, os mecanismos de ativacao e inativacéo e
a excrecado do composto em questao (OLIVEIRA; BASTOS, 2011). Segundo Tognon
(2012), a bioacessibilidade refere-se a quantidade de um nutriente presente em um
alimento liberada no TGI durante a digestdo. Considerando o total bioacessivel,
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apenas uma fracdo tornar-se-a disponivel para funcdes fisiolégicas ou para uso
posterior, ou seja, biodisponivel.

A bioacessibilidade de um composto é dependente tanto do processo de
digestéo, incluindo fatores como a composi¢édo quimica de fluidos digestivos, potencial
hidrogenibnico (pH), acidez, periodos de tempo de permanéncia do alimento em cada
etapa do processo, quanto depende da liberacdo a partir da matriz alimentar
(concentracdo inicial no alimento, composicdo e interacdbes com a matriz),
considerando as condigbes in vivo como as in vitro (ETCHEVERRY; GRUSAK;
FLEIGE, 2012; HELAL et al., 2014). Entretanto, a biodisponibilidade depende da
bioacessibilidade do composto e da sua capacidade de atravessar a mucosa intestinal
(HELAL et al., 2014).

3.3.1 Sistema digestivo e fatores de interacdo

A digestdo permite que os alimentos sejam reduzidos em particulas menores
até se tornarem pequenas o suficiente para serem absorvidas. Esta funcdo de
absorcao é desenvolvida, principalmente, pelo intestino, particularmente pelo intestino
delgado (CORREA, 2011). Na digestéo dos alimentos, implicam-se dois processos
principais que ocorrem simultaneamente: a transformag¢do mecanica, em que pedacos
maiores de comida séao divididos em pedagcos menores, que comeca na boca e
continua no estdmago; e a transformacdo enzimética, em que varias enzimas
diferentes reduzem macromoléculas em moléculas menores para serem absorvidas,
comecando da boca até no intestino (ALMINGER et al., 2014).

O TGI é composto pela boca, faringe, eséfago, estbmago, intestino delgado, o
gual é dividido em duodeno jejuno e ileo, intestino grosso, que é composto por ceco,
célon e reto, e anus. Além destes, também estédo associados ao TGl outros 6rgaos e
glandulas que atuam diretamente no processo de digestdo, como o figado e o
pancreas (HENDRY et al., 2014; JOHNSTONE et al., 2014).

O processo de digestéo inicia-se na boca, onde, através da mastigacéo ocorre
a reducéo das particulas alimentares, com o auxilio da enzima amilase. Em seguida,
o bolo alimentar percorre a regido da faringe, neste momento a valvula epiglote é
responsavel pelo fechamento da laringe (canal respiratério), permitindo a passagem
do bolo alimentar em direcdo ao es6fago, que por meio dos movimentos peristalticos

empurram o alimento para o estomago (BOLAND, 2016).



33

No estdbmago, tem-se a atividade do acido cloridrico (pH 2,0) e da enzima
pepsina, que atua em meio acido clivando as moléculas de polipeptidios. Nesta fase,
0 bolo alimentar permanece durante um periodo de 2 a 4 horas, formando o quimo,
caracterizado pela sua acidez propria e textura pastosa e coloracdo esbranquicada.
Apés a digestdao, o quimo formado no estbmago € direcionado para o intestino
delgado, principal sitio de digestao de nutrientes. Secrecdes que contém bicarbonato
de sédio e enzimas digestivas elevam o pH para dar continuidade ao processo
digestivo de proteinas, lipidios e amido (HENDRY et al., 2014; JOHNSTONE et al.,
2014).

Logo ap6s a digestao no intestino delgado, os restos alimentares nao digeridos
chegam ao intestino grosso, local onde continua ocorrendo a absorcéo de agua e onde
as bactérias colbnicas podem continuar a digestdo dos restos de alimentos que
resistiram as fases anteriores e produzir alguns nutrientes, principalmente vitaminas,
entretanto, esta contribuicdo para o estado nutricional € minima. Nessa etapa,
também sdo formadas as fezes que sao eliminadas do corpo através do anus
(BOLAND, 2016).

3.3.1.1 Sistema gastrointestinal in vitro

Ensaios in vivo de bioacessibilidade e biodisponibilidade sdo muitas vezes de
alto custo, trabalhosos e demorados, além de serem limitados devido a consideracdes
éticas. Assim, foram desenvolvidos sistemas in vitro que permitem a previsdo de
alteracOes fitoquimicas durante a DG. Estes métodos permitiram o rastreamento de
um nuamero comparativamente grande de amostras e/ou condi¢cfes, estudando os
impactos separados e combinados de cada estagio da digestdo na liberacdo e
disponibilidade de fitoquimicos, o que dificilmente seria possivel estudar in vivo
(ALMINGER et al., 2014).

Os estudos in vitro simulam as condicdes fisioldgicas e 0s eventos que ocorrem
durante a digestdo no TGl humano. Os estudos de bioacessibilidade séo uUteis para
avaliar possiveis interacfes entre os nutrientes e o composto de interesse, bem como,
o efeito do processamento, cultivar, condi¢cdes de cultivo sobre a matriz do alimento e
seu impacto sobre a bioacessibilidade do composto de interesse (ETCHEVERRY;
GRUSAK; FLEIGE, 2012).
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Nas técnicas de simulacdo de DG in vitro, um método € aplicado sobre a
amostra alimentar, reproduzindo as condicfes fisiologicas que ocorrem durante a
digestdo humana, levando em consideracao as trés areas do sistema digestivo (boca,
estdbmago e intestino) e considerando os principais fatores da simulagdo, como por
exemplo, a temperatura, velocidade de agitacdo, a composi¢céo quimica e enzimatica
da saliva e dos sucos gastrico, duodenal e biliar. Apos esta, o produto resultante &
destinado a quantificacdo do composto de interesse, permitindo assim avaliar sua
bioacessibilidade (WITTSIEPE et al., 2001), a partir da sua matriz durante o transito
gastrointestinal (HUR et al., 2011).

O primeiro modelo de simulacdo da DG foi desenvolvido por Miller et al. (1981),
para o estudo da bioacessibilidade do ferro. Desde entdo, foram criados varios
modelos diferentes, o que dificultou a comparacao dos resultados entre os estudos e
aumentou as chances de obtencdo de resultados contraditérios. Os modelos
empregados diferem principalmente na inclusdo de varios estagios de digestao (oral,
gastrico, intestino delgado, intestino grosso); tempos de digestao; pH; a natureza das
enzimas digestivas envolvidas; e concentragdes de eletrolitos e acidos biliares
(ALMINGER et al., 2014).

Para Dupont (2016), os modelos in vitro podem ser estaticos ou dinamicos. Os
modelos estaticos sdo operados com concentracfes pré-fixadas e volumes de
materiais digeridos, sais, enzimas e dentre outros, enquanto que os modelos
dindmicos mimetizam as mudancas continuas nas condic¢des fisico-quimicas e visam
simular a passagem do bolo alimentar por meio do TGI. No entanto, esses modelos
sdo muito mais trabalhosos e custosos do que os modelos estaticos.

Para minimizar a dificuldade de comparacao entre os diferentes protocolos de
modelos de digestdo estéticos, a rede de Cooperacdo Europeia em Ciéncia e
Tecnologia (European Cooperation in Science & Technology - COST) propds uma
acao que foi denominada de INFOGEST, com o objetivo de disseminar e melhorar os
conhecimentos basicos atuais sobre digestao de alimentos, sobre a liberacdo durante
a digestdo de componentes benéficos a saude humana e para promover a
harmonizacdo dos modelos de digestdo usados atualmente. Assim, foi proposto um
método de digestdo estatica padronizado baseado em condi¢cdes relevantes que
podem ser aplicadas para varias finalidades. Todos os parametros do protocolo (pH,
duracdo das diferentes etapas, concentracfes de enzimas, etc.) sdo baseados em

dados humanos disponiveis e foram amplamente discutidos durante mais de dois
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anos para chegar a um consenso entre 0s especialistas. Este foi publicado por
Minekus et al. (2014).

A literatura demonstrou que pode haver uma baixa correlagdo com resultados
in vivo, enfatizando que os estudos in vitro ndo podem substituir os estudos in vivo,
devendo ser considerados, portanto, como uma ferramenta de classificacdo ou
categorizacdo, fornecendo uma estimativa dos parametros de bioacessibilidade e
biodisponibilidade que poderiam ser observados em estudos in vivo (ETCHEVERRY;
GRUSAK; FLEIGE, 2012; HELAL et al., 2014).

3.3.2 Bioacessibilidade e biodisponibilidade de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos, também conhecidos como polifenois, compreendem
um grupo de metabdlitos, que geralmente estdo envolvidos na defesa contra a
radiacdo ultravioleta ou agressdo por agentes patogénicos. Caracterizam-se pela
presenca de um ou mais anéis aromaticos ligados ao menos a um grupamento — OH
e/ou outros substitutos (MANACH et al., 2004). De acordo com a estrutura quimica,
podem ser feitas distincdes entre os tipos de compostos fendlicos e estes podem ser
classificados em: acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos e lignanas (VELDERRAIN-
RODRIGUEZ et al., 2014).

Chen et al. (2014) e Oliveira et al. (2009) sugeriram que estes compostos
podem exercer numerosos efeitos benéficos in vivo, principalmente relacionados a
elevada atividade antioxidante doando um atomo de hidrogénio ou um elétron para
outros compostos, sequestrar os radicais livres e extinguir oxigénio singlete.
Entretanto, os teores de compostos fendlicos presentes na dieta podem diferir
significativamente quanto a biodisponibilidade e as propriedades biolégicas. Devido a
isso, 0 impacto da DG in vitro sobre a estabilidade dos compostos polifendlicos e,
portanto, sobre suas propriedades antioxidantes, tem sido um dos topicos mais
amplamente examinados durante a Ultima década (CHEN et al., 2014; DE ANCOS et
al., 2017)

Os efeitos benéficos a saude exercidos pelos polifenois possuem fatores
determinantes, sendo estes a estabilidade ao processo gastrointestinal e a sua
bioacessibilidade (TAGLIAZUCCHI et al.,, 2010), isto inclui liberagdo da matriz
alimentar, tamanho da particula, transformacdes decorrentes da variagcdo do pH,

reacOes de oxidagao e interacdes com os componentes da matriz, como as proteinas,
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e até mesmo com outros polifenois (ALMINGER et al., 2014). De maneira geral, o
conteudo bioacessivel de um nutriente costuma ser menor do que aguele encontrado
na matriz alimentar, ja que durante o processo digestivo diversos fatores irdo
influenciar na estabilidade do composto (CARDOSO et al., 2015).

Em geral, a biodisponibilidade dos polifenois da dieta é relativamente baixa
(VELDERRAIN-RODRIGUEZ et al., 2014). Os acidos fendlicos e alguns flavonoides,
como por exemplo, flavonas, catequinas e quercetina apresentam menor peso
molecular e, por este motivo, sdo mais facilmente absorvidos (MARTIN; APPEL,
2010). Em contrapartida, polifenois com maior tamanho molecular, como por exemplo
as proantocianidinas (taninos condensados), estes sao absorvidos em menor
guantidade, pois necessitam de uma hidrélise prévia (HACKMAN et al., 2008).

Ao iniciar a digestdo na boca, os polifenois sofrem pouca influéncia das enzimas
salivares, devido ao pouco tempo de contato. Porém, durante esta primeira fase ha
reducdo no tamanho das particulas do alimento, que aumentam a superficie de
contato para as outras enzimas das fases gastricas e intestinal (BOHN, 2014). A
maioria dos polifenois sdo separados da matriz alimentar durante a fase gastrica da
digestéo, pois o pH &cido induz a hidrdlise e/ou transformagéo, como a hidrélise de
oligbmeros de proantocianidinas ou quebra de moléculas de agucar ligadas a estrutura
dos polifenois (VELDERRAIN-RODRIGUEZ et al., 2014).

As mudancas que ocorrem nestes compostos durante a fase gastrica
dependem da interacdo deles com a matriz dos alimentos e sua estrutura quimica. O
intestino € o maior sitio de absorcéo e transformacao dos polifenois. Nesta fase, o pH
do meio volta a ser alcalino (pH = 7,0) e por essa raz&o alguns polifenois que nao
sofreram transformacéo substancial ou perda no estbmago podem ser instaveis no
meio alcalino do intestino, dependendo novamente da estrutura quimica
(VELDERRAIN-RODRIGUEZ et al., 2014).

3.3.3 Estudos de bioacessibilidade em feijdo-caupi

Os compostos fendlicos encontram-se presentes em varias plantas que
compdem a dieta humana, sendo especialmente abundantes apenas em frutas,
vegetais, graos integrais e leguminosas, cacau, cha, café e vinhos tintos
(WILLIAMSON, 2017). As leguminosas sdo amplamente consumidas em todo o

mundo. No Brasil, o consumo de feijao € bastante elevado, jA que este gréao,
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juntamente com o arroz, compde a base da alimentacdo brasileira. O feijao-caupi é
uma semente leguminosa que serve como uma fonte de proteina acessivel, e por este
fator, amplamente consumida em muitos paises em desenvolvimento (ALUKO et al.,
1997).

Estudos recentes tém demonstrado que os compostos fendlicos encontrados
no feijdo apresentam efeitos benéficos a saude, devido a sua atividade antioxidante
anti-inflamatoéria e também potencial para inibir enzimas relacionadas a absorcéo de
glicose (MOJICA et al., 2015). Porém, deve-se ter cautela quando se relaciona os
efeitos benéficos a sallde com 0os compostos presentes na matriz alimentar, ja que a
guantidade de polifenois ingerida néo reflete necessariamente a quantidade utilizada
pelo organismo. Por isso, €& importante conhecer a bioacessibilidade e a
biodisponibilidade das substancias bioativas (MANACH et al., 2004).

Vérios estudos mostraram que a digestdo induz mudancgas importantes nos
compostos fendlicos de diferentes alimentos levando a alteracdes na atividade
antioxidante, contudo, pouco se sabe sobre as modificacdes trazidas pela DG nos
compostos fendlicos do feijdo-caupi (NDERITU et al.,, 2013). Observou-se que a
digestao in vitro afetou de forma positiva o conteudo de compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante nos graos de feijdo-caupi, com um aumento da quantidade de
compostos antioxidantes acessiveis para possivel absorcdo de componentes
benéficos dos gréos cozidos a nivel intestinal (HACHIBAMBA et al, 2013; MTOLO;
GERRANO; MELLEM, 2017).

Entretanto, Faller, Fialho e Liu (2012), na avaliacdo da feijoada, um prato tipico
do Brasil elaborado com o feijao preto, obtiveram como resultados que ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) no contetdo de fendlicos e flavonoides totais apos a
simulacdo da digestédo in vitro. A atividade antioxidante total, medida pelo método
Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC), foi maior para a feijoada sem a
digestdo quando comparada aos extratos digeridos.

Embora o interesse por esse assunto tenha aumentado recentemente, ndo
existem estudos até o presente momento que abordem, em cada etapa do processo
digestivo, o conteldo de compostos bioativos e a protecao destes contra os radicais
livres, a exemplo dos gréaos das cultivares biofortificadas de feijao-caupi BRS Aracé,
BRS Tumucumagque e BRS Xiquexique. E necessario, portanto, analisar as fragoes

acessiveis de compostos fendlicos dos alimentos durante a coccdo e digestdo
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gastrointestinal, e sua bioacessibilidade, os quais sdo importantes determinantes dos

potenciais beneficios a saude que estes podem oferecer.
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Efeito da coccdo no contetdo de compostos bioativos e atividade antioxidante

nos grdos de cultivares de feijdo-caupi
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ABSTRACT - The present study evaluated the effect of cooking on the levels of bioactives compounds and
antioxidant activity in grains cowpea cultivars. The analysis were performed on the raw samples and after cooking in
pressure cooker. Regarding the bioactive compounds present, the grain cultivar BRS Aracé exhibited the highest
levels of total phenolic compounds (mg/100 g) both before and after cooking, 205.10 + 2.89 and 150.62 + 2.64,
respectively. Spermine and spermidine were identified in the cultivars (mg/kg) BRS Milénio inthe amountof120.5in
crude and 50.4 in cooked grain, in the BRS Tumucumaque in the amount of 116.2 in crude and 47.9 in cooked grain,
exhibited significant losses of these compounds after cooking. It was not detected the presence of anthocyanins and
flavonoids in the grain cultivars. For the antioxidant activity were observed different behaviors for each grain cultivar
in the two methods evaluated. The grain cultivar BRS Aracé presented the highest antioxidant activity before cooking
according to both methods tested (umol TEAC/100 g), 614.7 = 5.43 (DPPH) and 660.1 + 7.98 (ABTS). The grain
cultivar BRS Xiquexique 419.8 + 6.80 exhibited the highest antioxidant activity and the grain cultivar BRS Milénio
552.1 + 4.78 after cooking. A strong correlation between the antioxidant activity and phenolic content and total
flavonoid was found. It is concluded that the grains cultivars maintained important nutritional and functional
characteristics following processing, recommending that the cowpea consumption with broth cooking for retaining
compounds with antioxidant properties.

Key words: Vigna unguiculata. Functional food. Antioxidants. Processing.

RESUMO - O presente estudo visou avaliar a influéncia do cozimento no contelido de compostos bioativos e
atividade antioxidante nos grdos de cultivares de feijao-caupi. As analises foram realizadas em cultivares cruas e
ap6s o cozimento em panela de pressdo doméstica. Para os compostos bioativos, o grdo da cultivar BRS Aracé
apresentou os maiores conteidos de compostos fenélicos totais antes (205,10 mg/100 g + 2,89) e ap6s (150,62
mg/100 g + 2,64) o cozimento (p<0,05). Foram identificadas as poliaminas espermina e espermidina nas cultivares
(mg/kg), destacando-se a BRS Milénio no grdo cru com 120,5 e no grdo cozido de 50,4, e BRS Tumucumaque no
gréo cru de 116,2 e no grdo cozido de 47,9, com perdas significativas (p<0,05) apds o cozimento. N&o foi detectada
a presenga de antocianinas e flavonois nos grdos das cultivares. Para a atividade antioxidante, observaram-se
comportamentos diferenciados para cada grdo das cultivares nos dois métodos avaliados. Antes do cozimento, o grdo
da cultivar BRS Aracé apresentou maior atividade antioxidante pelos dois métodos avaliados (umol TEAC/100 g)
614,7+ 5,43 (DPPH) e 660,1 + 7,98 (ABTS). O grdo da cultivar BRS Xiquexique exibiu elevada atividade
antioxidante de 419.8 + 6.80 e o grdo da cultivar BRS Milénio de 552.1 + 4.78, ap6s o0 cozimento. Foi constatada
forte correlagdo entre a atividade antioxidante e o teor de fenélicos e flavonoides totais. Concluiu-se que ap6s o
processamento, 0s grdos das cultivares mantiveram caracteristicas nutritivas e funcionais relevantes, recomendando -
se 0 consumo do feijdo-caupi com o caldo de cocgdo para retengdo de compostos com propriedades antioxidantes.
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INTRODUCTION

Cowpea (Vigna unguiculata [L.] Walp.) is one of the most important legumes produced
in tropical and subtropical regions worldwide, especially in the developing countries of Africa,
Latin America and Asia. This species provides the main source of proteins, calories, dietary
fiber, minerals and vitamins for a large segment of the world’s population (PHILLIPS et al.,
2003).

This legume is also known as crowder-pea, southern pea or black-eyed pea. Because of
its hardiness, it is well known for its adaptability to water, heat and salt stress and is widely
grown by small- and medium-scale producers in the Brazilian Northeast and Northern regions,
where it represents is a key source of income and employment (FREIRE FILHO et al., 2005).

Among legumes, the common bean is characterized as a food with good nutritional value
and high levels of bioactive compounds with significant antioxidant activity, including
flavonoids, anthocyanins, proanthocyanidins and isoflavones, and some phenolic acids (SILVA
etal., 2009).

Cooking of this legume leads to loss of cellular structure integrity, with migration of
components occurring through leaching, resulting in a reduction of its phytochemical
constituents. Furthermore, heat treatment can promote thermal degradation, and nutrient loss
may occur via the action of enzymatic or non-enzymatic factors, including light and oxygen
(VOLDEN et al., 2009). The effects vary depending on the cultivar and treatment, as studies
have shown that cooking significantly reduces the levels of phenolic compounds and
antioxidant activity (assessed by in vitro assays) (XU; CHANG, 2011).

In light of the above considerations, together with the importance of cowpea in Brazilian
eating habits (especially in the Northeast), its nutritional and functional characteristics
(particularly regarding bioactive compounds), the scarcity of data on the levels of these
compounds in grain cowpea grown in Brazil and the effect of cooking on new grains cultivars,
the present study aimed to evaluate the effect of cooking on the levels of bioactive compounds

in grains cowpea cultivars.

MATERIALS AND METHODS
Samples
Grains cowpea cultivars from two different lots were provided by the Department of
Genetic Resources and Breeding of the Brazilian Agricultural Research Corporation, Mid-

North (Embrapa Meio-Norte), Teresina - Piaui (PI), Brazil, and maintained in the Laboratory
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of Bromatology and Food Biochemistry, Department of Nutrition/Center for Health
Sciences/Federal University of Piaui (Universidade Federal do Piaui - UFPI) at 8°C in
polyethylene bags until analysis.

Four grains cowpea cultivars were analyzed before and after cooking: BRS Aracé, BRS
Tumucumaque, BRS Milénio and BRS Xiquexique. The grains raw samples were analyzed
within a one-week interval after they were received, and the cooking step was conducted after
completing the raw bean analyses. The raw grain cowpea was ground in a rotor mill cyclone
type (Tecnal, Model TE-651/2, Piracicaba-SP, Brazil) until a homogenous powder was
obtained (0.5 mesh). The cowpeas were cooked at a bean:water ratio of 1:3 (w/v) ina 2 L
domestic pressure cooker, for 13 minutes, over medium heat, after constant steam output
through the pressure valve. The cooking broths resulting from boiling the four cultivars were

stored in plastic containers (50 mL) at a temperature of 8 °C for subsequent analyses.

Analysis of bioactive compounds

The extracts of grain cowpea samples were initially prepared according to the method
described by Rufino et al., (2010), using the solvents 50% methanol (50:50, v/v) e 70% acetone
(70:30, v/v) and Milli-Q water.

The levels of phenolic compounds in the extracts were determined spectrophotometrically
using the Folin-Ciocalteau reagent and absorbance readings of the samples were conducted at
765 nm in a spectrophotometer (BEL, Model 1102, Monza, Milan, Italy). The results are
expressed as grams of gallic acid equivalents (GAE) per 100 g of sample. The concentration of
total phenolic compounds was assessed through interpolation of the absorbance using a
previously constructed gallic acid standard curve (SINGLETON; ROSSI, 1965).

The method described by Blasa et al. (2006) was used to assess total flavonoids and the
absorbance was then measured at 425 nm in a spectrophotometer (BEL, Model 1102, Monza,
Milan, Italy). Different concentrations of quercetin (0-100 mg/L) were used to construct a
standard curve, and the results are expressed as milligrams of quercetin equivalents (mg
QE)/100 g sample.

Analysis of the levels of total anthocyanins (TA) was performed following the pH-
difference method (GIUSTI; WROLSTAD, 2001). The absorbance was measured in a
spectrophotometer (BEL, Model 1102, Monza, Milan, Italy) at the peak wavelength of each
sample and at 700 nm, in buffer solutions at pH 1.0 and pH 4.5, and using distilled water as a
blank. The results are expressed as cyanidin-3-glucoside (cy-glu-3) equivalents per 100 grams

of dry sample.
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The levels of total flavanols were assessed colorimetrically using the vanillin method
(PRICE et al., 1978), and absorbance readings were performed in a spectrophotometer (BEL,
Model 1102, Monza, Milan, Italy) at 500 nm. Catechin was used as a standard, and the results
are expressed as milligrams of catechin equivalents/100 g of sample.

Ten bioactive amines were assessed, including spermidine, spermine, putrescine,
cadaverine, serotonin, histamine, tyramine, tryptamine, phenylethylamine and agmatine. The
method employed to separate, detect and quantify the amines was high-performance liquid
chromatography (HPLC), with an ion-pair reversed-phase column, according to Adédo and
Gloria (2005).

Antioxidant activity

Antioxidant activity was assessed using the DPPH free radical scavenging method,
developed by Brand-Williams et al., (1995) the absorbance was then measured a 515 nm in a
spectrophotometer (BEL, Model 1102, Monza, Milan, Italy). A standard curve was constructed
using Trolox at different concentrations (0-100 mg/L) as a reference. The results are expressed
as umol Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) per 100 g of sample.

The assay with the ABTSe radical was conducted according to Re et al. (1999). The
absorbance was measured in a spectrophotometer (BEL, Model 1102, Monza, Milan, Italy) at

734 nm. The results are expressed in pmol TEAC per 100 g sample.

Statistical analysis

A database was creased using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS),
version 17.0. Analysis of variance (ANOVA) was performed, and means were compared using
Student’s t-test (two means) to assess the significance of the differences between the two means
and Tukey’s test (three or more means) to assess the existence of significant differences
between the means of three of more grain cultivars. Pearson’s correlation coefficient was
applied. The significance level adopted was p<0.05 for all tests. All analyzes were performed
in triplicate (ANDRADE, 2010).

RESULTS AND DISCUSSION
Bioactive compounds
Regarding bioactive compounds, Table 1 presents the levels of total phenolic compounds

assessed in the grain, before and after cooking, and in the respective cooking broths.
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Table 1 - Total phenolic compounds in raw and cowpea cooked grains and in the cooking
broths.

Processing (mg GAE*/100 g) Cooking broth
Cultivars Raw Cooked (mg GAE*/100 g)
Mean = SD Mean = SD Mean = SD
BRS Milénio 132.83 +3.12a A 96.97 +0.13b A 51.32+0.67c A
BRS Aracé 205.10 +2.89a B 150.62 + 2.64b B 35.95+0.34c B
BRS Tumucumaque 177.07 £ 0.78a C 126.58 +1.98b C 30.96 £ 0.51c C
BRS Xiquexique 199.05+1.98a D 144.38 + 1.78b D 42.40+0.12c D

" Gallic acid equivalents (GAE). Mean of three replicates + standard deviation (SD); Lowercase letters compare
the type of processing applied and uppercase letters compare between cultivars within each processing. Means
followed by different lowercase letters (in columns) and different uppercase letters (in lines) are statistically
different (p <0.05)

The concentrations of phenolic compounds in raw beans were higher than in cooked beans
in all of the cultivars evaluated. Thus, cooking significantly reduced (p<0.05) the levels of this
type of bioactive compound (Table 1).

For the raw beans, a significant difference between the four studied cultivars was
observed, with the BRS Aracé cultivar exhibiting the highest levels of phenolic compounds
(205.10 mg/100 g), followed by the BRS Xiquexique cultivar (199.05 mg/100 g). The BRS
Milénio cultivar presented the lowest concentration of these compounds (132.83 mg/100 g;
Table 1).

Marathe et al. (2011) analyzed grain legumes including the common bean, cowpea,
chickpea, soybean and pea, among others, and classified them into three different groups
according to the levels of phenolic compounds observed. Based on this previous study, the raw
grain cowpea cultivars assessed in the present study may be classified as showing moderate
levels of phenolic compounds (> 100 and < 200 mg GAE/100 g), except for the cultivar BRS
Aracé, which exhibited a high level of these compounds (> 200 mg GAE/100 g). The BRS
Milénio grain cultivar presented the lowest level of phenolic compounds (< 100 mg GAE/100
g) among the cooked cultivars.

All of the cooked grain cultivars differed significantly (p<0.05) regarding the levels of
phenolic compounds, with the highest concentration being observed in the cultivar BRS Aracé,
150.62 mg/100 g, followed by the cultivar BRS Xiquexique, with 144.38 mg/100 g. The
presence of phenolic compounds was detected in all of the cooking broths, with the highest
levels being observed in the cooking broth of the cultivar BRS Milénio (51.32 mg/100 g; Table
1).
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As shown in Table 1, the present study recorded higher levels of phenolic compounds
than were found by Adebooye and Singh (2007), who evaluated the effect of cooking on the
levels of phenolic compounds in two varieties of cowpea and recorded values ranging from 40
to 50 mg GAE/100 g in cooked grains. Giami (2005) analyzed four lines of cowpea and
recorded levels ranging from 99 to 196 mg/100 g in the raw lines and from 52 to 78 mg/100 g
in the cooked lines.

Results similar to those recorded in the present study, i.e., significant decreases in the
levels of phenolic compounds, were observed in studies conducted by Adebooye and Singh
(2007), Giami (2005) and Kalpanadevi and Mohan (2013), who evaluated the effect of cooking
on the levels of such compounds in different cowpea cultivars.

Several factors may affect the levels of phenolic compounds in legumes, including genetic
and environmental factors and factors inherent to the conditions applied to extract these
compounds from the food matrix, including the type of solvent used. Such factors may explain
the differences observed in the levels of these compounds in 