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RESUMO

Desafios, como a promocao da biodiversidade e o aumento da oferta de alimentos para
diversidade dietética, tornam o feijdo-caupi uma alternativa relevante a area das ciéncias
agrarias e ciéncia dos alimentos. O feijao-caupi ¢ uma leguminosa de destaque no continente
Africano e regides Norte e Nordeste do Brasil, principalmente pelo alto teor de proteina
presente no grao, bem como baixo custo e resiliéncia ao estresse hidrico. O nosso principal
objetivo foi estabelecer uma metodologia de extracdo de proteinas, comparar o perfil proteico
de graos de quatro cultivares de feijdo-caupi (Vigna unguiculata), BRS Aracé, BRS Itaim, BRS
Pajeu e BRS Xiquexique por meio da técnica de eletroforese bidimensional (2-DE), bem como
identificar atividade antioxidante sinérgica deste ao ser consumido com suco de laranja pera
(Citrus sinensis). Para isso, a eletroforese bidimensional foi utilizada para separagdo e
comparagdo das proteinas. Para avaliacdo de sinergia, 20 compostos fendlicos foram
identificados em amostras por CLAE-DAD antes e apos a digestdo in vitro, além da
determinagdo de compostos fendlicos totais, e atividade antioxidante pelos métodos ABTS e
FRAP. A celetroforese bidimensional foi eficiente na separacdo das proteinas, os perfis de
proteoma de graos de quatro cultivares de feijao-caupi foram comparados, em que foi observada
alta correlagdo entre a mesma espécie. Além disso, a analise de componentes principais indicou
que ha diferenca na abundancia de proteinas entre as cultivares, as cultivares BRS Aracé e BRS
Xiquexique, ambas biofortificadas com ferro e zinco foram agrupadas, separadas das cultivares
BRS Itaim e BRS Pajet. Na codigestao de feijao-caupi cozido e suco de laranja, acido gélico,
(-)-epicatequina e acido clorogénico foram os polifendis mais bioacessiveis. O cozimento do
feijdo-caupi e a extragdo dos compostos com solvente afetaram as concentragdes de polifendis.
Apos a digestdo, os indices de bioacessibilidade foram maiores para o feijao-caupi (136,11%)
e feijdo-caupi cozido (744,74%) quando comparados ao suco de laranja (31,87%), indicando
que o tratamento térmico melhorou a bioacessibilidade dos fendlicos do feijdo-caupi. A
capacidade antioxidante variou bastante, mas foi maior na fase intestinal para o feijdo-caupi
cozido e amostra de codigestdo, e interagdes sinérgicas polifenol-polifenol ou polifenol-
proteina podem ter contribuido para esse efeito, particularmente, nessas amostras. A
combinagdo de suco de laranja com feijao-caupi cozido digerido simultaneamente promoveu
maior teor de alguns fendlicos bioacessiveis do que essas amostras isoladas. Este estudo
demonstra como melhorar a qualidade de géis de 2-DE de graos de feijao-caupi, e que perfis 2-
DE podem ser usados para discriminar variedades de feijao-caupi. Além disso, este foi o
primeiro estudo referente a codigestdo de feijao-caupi e suco de laranja, ¢ demonstrou o
aumento de fenolicos com propriedades antioxidantes provenientes de interagdes entre
polifendis bioacessiveis de um suco de frutas e feijao na fase final da simulagdo gastrointestinal,
fornecendo base cientifica para aplicacdo de codigestdo em estudos futuros relacionados a
saude.

Palavras-chave: Eletroforese bidimensional. Compostos fenolicos. Capacidade antioxidante.
Proteinas. Leguminosas.



ABSTRACT

Challenges, such as promoting biodiversity and increasing the food supply for dietary diversity,
become cowpea a relevant alternative in the field of agricultural science and food science.
Cowpea is a prominent legume in the African continent and in the North and Northeast regions
of Brazil, mainly due to the high protein content present in the grain, as well as its low cost and
resilience to water stress. We aimed to establish a protein extraction methodology, to compare
the protein profile of four cowpea (Vigna unguiculata) cultivars, BRS Aracé, BRS Itaim, BRS
Pajet and BRS Xiquexique by two-dimensional electrophoresis (2-DE), as well as identifying
its synergistic antioxidant activity when consumed with orange juice (Citrus sinensis). For this,
two-dimensional electrophoresis was used to separate and compare the proteins. For synergy
evaluation, 20 phenolic compounds were identified in samples by HPLC-DAD before and after
in vitro digestion, in addition to the determination of total phenolic compounds, and antioxidant
activity by ABTS and FRAP methods. Two-dimensional electrophoresis was efficient in
separating the proteins, the proteome profiles of four cowpea cultivars were compared, in which
a high correlation was observed between the same species, even with different cultivars. In
addition, the principal component analysis indicated that there is a difference in protein
abundance between the cultivars, the BRS Aracé and BRS Xiquexique cultivars, both
biofortified in iron and zinc, were grouped, separated from the BRS Itaim and BRS Pajet
cultivars. In co-digestion of cooked cowpea and orange juice, gallic acid, (-)-epicatechin and
chlorogenic acid were the most bioaccessible polyphenols. Cooking and solvent extraction of
cowpea affected their polyphenolic concentration. After digestion, the bioaccessibility indexes
(BI) were increasing for cowpea (136.11%) and cooked cowpea (744.74%) when compared to
orange juice (31.87%), indicating that heat treatment improved the bioaccessibility of cowpea
phenolics. Antioxidant capacity varied widely but was higher in the intestinal phase for the
cooked cowpea and co-digestion sample, and synergistic polyphenol-polyphenol or
polyphenol-protein interactions may have contributed to this effect, particularly in these
samples. The combination of orange juice with cooked cowpea simultaneously digested
promoted higher content of some bioaccessible phenolics than these isolated samples. This
study demonstrates how to improve the quality of 2-DE gels from cowpea beans, and that 2-
DE profiles can be used to discriminate cowpea varieties. Furthermore, this was the first study
concerning the co-digestion of cowpea and orange juice. The increase of phenolics with
antioxidant properties coming from interactions between bioaccessible polyphenols from a fruit
juice and beans at the end-phase of gastrointestinal simulation provided scientific basis for co-
digestion application in health-related future studies.

Keywords: Two-dimensional electrophoresis. Phenolic compounds. Antioxidant capacity.
Protein. Legumes.
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1 INTRODUCAO

Um dos desafios para a triade industria, academia e governo, em funcao do crescimento
populacional, bem como pelo incremento de dietas especificas ou restritivas, ¢ o fornecimento
de alimentos de qualidade nutricional e sensorial, saudaveis, atraentes tanto na aparéncia quanto
por sua composicdo, disponiveis e diversificados, € que causem o minimo de impactos
ambientais durante sua produgdo e consumo.

Estimativas da FAO (2017) sobre o aumento populacional at¢ o ano de 2050, ¢ a
consequente ampliagdo da demanda por alimentos, refletem a necessidade de incrementar a
produgdo e oferta de alimentos em até 70%. Entretanto a producdo de alimentos, inclusive a
pecuaria promove grandes impactos ambientais, como a emissdo de gases de efeito estufa
(NIJDAM; ROOD; WESTHOEK, 2012). Dados estes discutidos no Relatério Especial do
Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas (IPCC) (IPCC, 2018) que destaca a
necessidade de limitar o aquecimento global. Assim, como forma de reduzir os impactos ao
ambiente, ocasionados pela produgdo de alimentos, e ampliar a diversidade dietética como
recomendam os Guias Alimentares sugere-se a substitui¢do de proteinas animais por proteinas
vegetais (ROOS et al., 2017).

O feijao-caupi (Vigna unguiculata) compde a cesta basica da populacao Africana, bem
como das populagdes rurais e urbanas das regides Norte ¢ Nordeste do Brasil. E uma
leguminosa rica em proteinas (23% a 30%), fibras (19% a 35%) e em outros nutrientes
essenciais, como vitaminas do complexo B, que pode ser consumido em diferentes formas,
vagens verdes e graos secos € na forma de farinha ¢ a base de alimentos populares, como o
acarajé¢ (FILHO et al., 2011).

Tendo em vista o alto teor de proteinas presente no feijdo-caupi, o incentivo de seu
consumo pode ser associado a fonte proteica de baixo custo, quando relacionado com o custo
de proteina animal ou outras fontes vegetais como o feijdo comum (Phaseolus vulgaris), por
exemplo; fonte proteica alternativa para populagdes vegetarianas e/ou veganas; além de ampliar
as opgoes de alimentos para contribuir com a diversidade dietética.

As proteinas, compostos presentes em alimentos de origem vegetal e animal, fornecem
os aminoacidos, importantes em inimeras fun¢des bioquimicas e fisiologicas do organismo
humano (BRASIL, 2008; INSTITUTE OF MEDICINE, 2006). As plantas podem expressar
diferentes proteinas em diferentes proporg¢des como respostas a fatores bidticos e abiodticos
(calor ou frio excessivo, presenga de metais ou salinidade no solo, ataque de insetos ou

patogenos). No que se refere as plantas destinadas a alimentagdo, as proteinas sdo relevantes
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quanto a seguranca do alimento, pois podem estar envolvidas ou resultarem na sintese de
toxinas, antinutrientes ou alérgenos (D’ALESSANDRO; ZOLLA, 2012).

A andlise protedmica visa a determinagao da estrutura e fungdo das proteinas, além da
quantificagdo de sua abundancia, o estudo de suas modificagdes, as interagdes entre elas bem
como sua localizagdo na matriz avaliada (ORTEA; O’CONNOR; MAQUET, 2016).
Avaliagdes protedmicas em graos de leguminosas tém contribuido para aprimoramentos tanto
no campo agrondmico quanto para qualidade alimentar (KRISHNAN et al., 2017;
LABUSCHAGNE, 2018; ROSSI et al., 2017), entretanto o conjunto de proteinas (proteoma)
dos graos de feijao-caupi foi avaliado em poucos estudos (GUPTA et al., 2010; ZANGH e LI,
2015), e poucos métodos foram otimizados para extragdo de suas proteinas para analise por
eletroforese bidimensional (VASCONCELOS et al., 2005).

A preparagdo da amostra e a extragdo de proteinas sdo passos importantes para garantir
a eficiéncia e robustez da técnica de eletroforese bidimensional (2-DE) amplamente utilizada
para separacao proteica (JORRIN-NOVO et al., 2019; RABILLOUD; LELONG, 2011).
Amostras de plantas apresentam alguns compostos interferentes, como fenolicos, pigmentos,
sais, lipidios, polissacarideos, 4cidos nucléicos e outros, que podem interferir nas etapas
subsequentes de identificacdo e quantificagdo de proteinas. Além de remover esses
interferentes, a etapa de extracdo deve favorecer a interrup¢do das interagdes moleculares,
promovendo a desnaturagdo, redugdo e solubilizacdo das proteinas, garantindo a separagao
precisa dos polipeptideos (GORG; WEISS; DUNN, 2004; VALCU; SCHLINK, 2006; WU;
GONG; WANG, 2014).

Além das proteinas, o feijdo-caupi também ¢ composto por metabdlitos secundarios
como os compostos fenolicos, que desempenham papéis fisiologicos e metabolicos importantes
como a atividade antioxidante e preven¢do de doengas (SINGH et al., 2017b). Contudo, tao
importante quanto estudar os efeitos destas substancias ¢ a compreensdo do comportamento
destas no organismo apos a digestdo. Assim, o estudo da bioacessibilidade nos permite avaliar
a fragdo dos nutrientes que permanece disponivel do intestino apds a digestao, podendo tornar-
se biodisponivel.

A ingestdo de alimentos e bebidas conjuntamente durante as refei¢gdes ¢ habito
corriqueiro para parcela da populagio (CARMO; DANTAS; RIBEIRO, 2014), e estudos
referentes a a¢do sinérgica entre esses alimentos sao comuns (BROWN et al., 2004; NAIR et
al., 2013; NAIR; AUGUSTINE, 2018), haja visto que a agdo conjunta pode influenciar de
forma positiva a bioacessibilidade e a biodisponibilidade de nutrientes e compostos bioativos.

De acordo com a Pesquisa de orgamentos familiares (IBGE, 2011), a laranja ¢ uma das frutas
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mais consumidas no Brasil, tanto in natura quanto em forma de suco, além disso, ¢ reconhecida
pela alta atividade antioxidante (QUAN et al., 2018).

Contudo, inexistem estudos referentes a acao sinérgica dos compostos fendlicos
relacionados com a atividade antioxidante e o consumo de suco de laranja juntamente com
feijdo-caupi, especialmente durante e ap6s a digestdo gastrointestinal, o que torna uma lacuna
relevante aos possiveis efeitos benéficos para a saude.

Assim, o presente trabalho teve como objetivos: comparar o perfil proteico de graos de
quatro cultivares de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) por meio da técnica de eletroforese
bidimensional e identificar agdo sinérgica entre os compostos fenolicos relacionados a atividade
antioxidante deste ao ser consumido com suco de laranja.

No Capitulo I, € exposto o referencial tedrico com os principais temas utilizados para a
realizacdo desse estudo. O Capitulo II contempla o artigo intitulado: Comparacdo de perfil
proteico de graos de cultivares brasileiras de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) por meio de
analise de componentes principais, publicado na revista Food Production, Processing and
Nutrition. E no Capitulo III apresenta o artigo intitulado: Sinergismo e bioacessibilidade
fenolica durante a codigestdo in vitro de feijao-caupi cozido com suco de laranja, publicado na
revista International Journal of Food Science and Technology. Posteriormente, sdo
apresentadas as consideragoes finais sobre os resultados obtidos nos capitulos I e 11l e possiveis

perspectivas para estudos futuros.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Caracterizar uma opg¢ao proteica vegetal, feijao-caupi, quanto ao perfil proteico e a
bioacessibilidade de compostos fenolicos.
1.2.2 Objetivos especificos

- Otimizar um protocolo para extragao de proteinas de graos de feijdo-caupi (Vigna

unguiculata).

- Comparar o perfil proteico de graos de quatro cultivares de feijao-caupi, BRS Aracé,

BRS Itaim, BRS Pajet e BRS Xiquexique por meio da técnica de eletroforese bidimensional.
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- Avaliar a influéncia do cozimento na bioacessibilidade de compostos fendlicos e

atividade antioxidante do feijdo-caupi cozido.

- Identificar agdo sinérgica entre os compostos fenolicos relacionados a atividade

antioxidante de feijao-caupi consumido com suco de laranja durante a digestao in vitro.
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1 DIVERSIDADE ALIMENTAR E PROTEINAS ALTERNATIVAS

As plantas constituem a alimentacao humana ha milhares de anos, e esse consumo sofre
efeito cultural, haja visto que o uso das plantas na alimentagdo ¢ orientado pelas necessidades
praticas e preferéncias da populacao (SANTOS JR, 2013).

Alimentar populagdes em crescimento com demandas crescentes por alimentos de
qualidade, saudaveis e atraentes ¢ um grande desafio para a humanidade. O Guia Alimentar da
Populagdo Brasileira ressalta a importancia da diversidade dietética como um dos preceitos base
para uma alimentagdo saudavel, e pressupde que nenhum alimento especifico ou grupo deles,
isoladamente, ¢ suficiente para fornecer todos os nutrientes necessarios a uma nutri¢ao
adequada e consequente manutengdo da satide (BRASIL, 2008, 2014).

Arimond e Ruel (2004) observaram que existe uma associagdo entre a diversidade
alimentar da crianga e seu estado nutricional independente de fatores socioeconomicos, €
sugerem que a diversidade alimentar pode refletir a qualidade da dieta. Desta forma, o incentivo
do consumo de proteinas vegetais na alimentacdo pode contribuir com o aumento da
diversidade do aporte de nutrientes. Além de contribuir com o alcance de um dos objetivos para
o desenvolvimento sustentavel até 2030 proposto pela ONU, de acabar com a fome, promover
nutri¢ao e seguranca alimentar com agricultura sustentavel (ONU, 2015).

Nesse contexto de incentivo a pesquisa € ao consumo de proteinas alternativas, o Plano
nacional para o desenvolvimento da cadeia produtiva do feijao e outras leguminosas elaborado
pelo Ministério de Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) apresenta dentre seus
objetivos incrementar as pesquisas e estudos para utilizacdo da farinha de feijdo-caupi e
derivados na elaboracdo de paes, biscoitos, bolos etc., bem como em formulagdes para a
alimentagdo animal (MAPA, 2018).

O feijao-caupi (Vigna unguiculata) ¢ componente alimentar basico das populagdes
rurais e urbanas das regioes Norte e Nordeste do Brasil (FILHO et al., 2011). E de acordo com
Rocha (2009), a comercializagao ¢ realizada principalmente na forma de graos secos a granel

ou na forma de pacote, graos verdes ou em forma de farinha para acarajé.

2 FEIJAO-CAUPI

Feijao-caupi, da espécie Vigna unguiculata, também ¢ conhecido como feijdo de corda,

macassar, feijao de praia, feijao fradinho ou ainda feijao miudo nas diversas regidoes do Brasil,
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principalmente na regido Nordeste, onde se apresenta como um dos principais componentes da
dieta. Além disso, pode ser encontrado como Cowpea ou Blackeyedpea em outros paises
(FREIRE FILHO; CARDOSO; ARAUJO, 1983).

De acordo com Freire Filho (1988) o feijdo-caupi ¢ de origem africana, sendo
introduzido no Brasil pelos colonizadores portugueses, em meados do século X VI, inicialmente

na Babhia.

2.1 PRODUCAO NO BRASIL E NO MUNDO

O principal produtor mundial de feijdo-caupi € o continente africano, com produgdo de
6,9 milhdes de toneladas no ano de 2020, correspondendo a 96% da produ¢do mundial. Segundo
a FAQ, os cincos maiores produtores de feijao-caupi sdo Nigéria (3,6 milhdes de toneladas),
Niger (2,6 milhdes de toneladas), Burkina Faso (666 mil toneladas), Quénia (264 mil toneladas)
e Senegal (253 mil toneladas) (FAOSTAT, 2020). O Brasil ndo consta nas estimativas de
producdo de feijdo-caupi da FAO. Como ja descrito, os dados sdo publicados juntos aos do
feijdo comum. Portanto, considerando dados da Companhia Nacional de Abastecimento
(Conab) de 2022, o Brasil situa-se como terceiro maior produtor mundial com 669 mil toneladas
produzidas na safra 2021/22. Comparando estes dados com a producdo brasileira de feijao
comum (Phaseolus vulgaris), que foi de 3.136 mil toneladas na safra 2021/22, a producao de
caupi corresponde a 21% do total de feijao produzido no pais (CONAB, 2022).

No Brasil, a regidao Nordeste € a maior produtora e consumidora de feijao-caupi, com
destaque para os estados Ceard (113 mil toneladas produzidas), Bahia (116 mil toneladas) e
Piaui (84 mil toneladas), a regido Centro-oeste apresenta-se em expansao na producdo do caupi
com 132 mil toneladas na safra 2021/22 (CONAB, 2022). No Brasil sdo realizadas trés safras

ao ano, sendo que a maior produgdo ocorre na segunda safra (CONAB, 2019).

2.2 CLASSIFICACAO

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento através da
Instru¢ao Normativa n°® 12/2008 somente as espécies Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata,
feijdo-comum e feijao-caupi, respectivamente, sdo consideradas como feijao (MAPA, 2008).

O feijdo-caupi ¢ uma planta Dicotyledonea, da ordem Fabales, familia Fabaceae,
subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolineae, género Vigna, subgénero

Vigna, seccdo Catyang, espécie (L.) Walp. e subespécie unguiculata, subdividida em quatro
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cultigrupos Unguiculata, Sesquipedalis, Biflora e Textilis (PADULOSI; NG, 1997). No Brasil
sdo cultivados os cultigrupos Unguiculata, para produgdo de grao seco e feijao-verde, e
Sesquipedalis, comumente chamado de feijao-de-metro, para produ¢ao de vagem (FILHO et
al.,2011).

E uma leguminosa de estagdo quente que exibe uma ampla gama de habitos de
crescimento. As vagens contendo as sementes apresentam de 8 a 15 cm de comprimento (Figura
1), contendo aproximadamente 6—13 sementes por vagem (SHEAHAN, 2012). Dai o nome

feijdo-de-corda.

Figura 1 - Planta de feijdo-caupi (Vigna unguiculata), cultivar BRS Aracé. Planta com
65 dias, 07 dias antes da colheita. Coordenadas geograficas 27°34'54.8"S 48°30'15.6"O.

T : v

Fonte: acervo pessoal (2019).
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Os graos podem ser classificados quanto a cor conforme Tabela 1.

Tabela 1 - Classificag¢do de feijao-caupi (Vigna unguiculata) quanto a cor do tegumento.

CLASSE SUB-CLASSE CARACTERISTICA DOS GRAOS
BRANCO Liso Tegumento branco e liso
Rugoso Tegumento branco e rugoso
Fradinho Tegumento branco, rugoso com halo preto
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
Brilhoso Tegumento preto, liso e brilhoso
CORES Mulato liso Tegumento marrom e liso
Mulato rugoso Tegumento marrom e rugoso
Canapu Tegumento marrom-claro, liso, comprimidos nas extremidades
Sempre verde Tegumento esverdeado-claro e liso
Verde Tegumento e/ou cotilédones verdes
Manteiga Tegumento creme-amarelado, liso ou levemente enrugado
Vinagre Tegumento vermelho e liso
Azulao Tegumento azulado e liso
Corjinha Tegumento mosqueado cinza ou azulado e liso
Rajado Tegumento de cor marrom, liso, com rajas longitudinais mais escuras
MISTURADO Produto com graos de diferentes classes e subclasses

Fonte: Adaptado de Filho et al. (2011); MAPA (2008).

As variedades estudadas neste trabalho foram:

BRS Aracé: da classe cores, sub-classe verde (Figura 2), 18 g ¢ a massa média de 100 sementes.
Destaca-se pelo apelo visual (cor, preferéncia do consumidor), tempo de cozimento rapido
(18°20”) e propriedades nutricionais com alto teor de proteina (25%), além de ser rica em ferro

(61,7 mg.kg") e zinco (48,6 mg.kg™!) (FILHO et al., 2011; VILARINHO et al., 2010a).

BRS Itaim: da classe branco, sub-classe fradinho (Figura 2), 23 g ¢ a massa média de 100
sementes. Apresenta como caracteristicas apelo visual e tempo de cozimento rapido (20°55”)

(VILARINHO et al., 2010b).

BRS Pajet: da classe cores, sub-classe mulato (Figura 2), 21 g ¢ a massa média de 100

sementes. Destaca-se pelo apelo visual (cor marrom, preferéncia do consumidor), tempo de
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cozimento rapido (17°51”) e propriedades nutricionais com alto teor de proteina (22%), além

de ser rica em ferro (57,9 mg.kg!) e zinco (37,7 mg.kg') (EMBRAPA, 2009).

BRS Xiquexique: da classe branco, sub-classe branco liso (Figura 2), 16,5 g ¢ a massa média
de 100 sementes. Destaca-se por ser a primeira cultivar biofortificada com ferro (77,4 mg.kg™)
e zinco (53,66 mg.kg™"), tempo de cozimento rapido (22°), além de alto teor de proteina (23%)
(FREIRE FILHO et al., 2008).

Figura 2 - Graos de quatro cultivares de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) classificadas pela
Embrapa Meio-Norte.

BRS Aracé BRS Itaim BRS Pajeu BRS Xique-xique

Fonte: acervo pessoal (2019).

O feijdo-caupi apresenta ampla relevancia, tanto como alimento quanto como gerador
de emprego e renda, tanto no continente africano quanto na regido nordeste do Brasil. Exibe

grandes teores de proteina, minerais e fibras (FROTA; SOARES; AREAS, 2008).

2.3 COMPOSICAO FISICO-QUIMICA

Os graos de plantas sdo compostos por metabolitos primarios como proteinas, lipidios,
carboidratos, e por metabdlitos secunddrios como compostos fenolicos, alcaloides e terpenos.
A composicao dos graos ¢ influenciada por aspectos como género, espécie, cultivar, época de
cultivo, solo e clima (HUSSEIN; EL-ANSSARY, 2019), conforme observado para diferentes

cultivares de feijao-caupi de diferentes localidades (Tabela 2).
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Tabela 2 — Composicao nutricional de graos de cultivares de feijao-caupi (Vigna unguiculata).

FEIJAO-CAUPI PARAMETROS AVALIADOS REFERENCIA
Cultivar BRS Milénio Umidade 6% (FROTA; SOARES; AREAS,
(Brasil) Cinzas 2,6% 2008).
Proteina 24,5%
Lipidios 2,2%

Fibras 19,4%
Carboidrato 51,4%
Ferro 6,8 mg.100g™!
Zinco 4,1 mg.100g™!

30 genotipos EMBRAPA Cinzas 3,3 - 4,6% (CARVALHO et al., 2012).
(Brasil) Proteina 17,4 - 28,3%
Lipidios 1,0 - 1,6%
Fibras 19,5 - 35,6%
Carboidrato 35,7 - 57,8%
Ferro 6,1 - 8,1 mg. 100g™!
Zinco 2,7 - 4,4 mg. 100g™!

04 cultivares (Nigéria) Proteina 20,1 - 25,8% (GIAMLI, 2005).
Polifendis 0,99 - 1,96 mg
Acido Fitico 1,15 - 2,10 mg. g

04 cultivares (Paquistio) Umidade 11,5 - 14,5% (OTITOJU et al., 2015).
Proteina 20,0 — 26,9%
Lipidios 2,9 — 3,2%,
Fibras 3,8 — 7,0%
Carboidrato 45,7 — 55,7%
Ferro 2,1 — 13,6 mg. 100g™!
Zinco 2,6 - 4,2 mg. 100g™!

43 genétipos (Colombia) Proteina 22,06 - 26,90% (DENISE; DE-PAULA;
Acido Fitico 9,6 - 12,7 mg. g’! JARMA-ARROYO, 2018).

Proteinas sdo macronutrientes presentes em alimentos de origem vegetal e animal que
fornecem aminoacidos, compostos importantes envolvidos em praticamente todas as funcdes
bioquimicas e fisiologicas do organismo humano (INSTITUTE OF MEDICINE, 2006;
MINISTERIO DA SAUDE, 2008). Embora as proteinas animais sejam consideradas completas

por serem compostas por todos os aminoacidos essenciais, combinagdes de alimentos vegetais
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como, por exemplo, cereais e leguminosas sdo complementares entre si e podem fornecer todos
os aminoacidos essenciais, além de apresentarem menor custo € maior abundancia se
comparadas as de fontes animais (BRASIL, 2008). Alimentacao a base de plantas e, mais
especificamente, proteinas vegetais, t€ém sido objeto de crescente interesse de pesquisadores e
consumidores em fun¢do de seus potenciais beneficios a saude e de seu impacto ambiental

positivo (AHNEN; JONNALAGADDA; SLAVIN, 2019).

3 PROTEINAS

Nas plantas, as proteinas apresentam relagdo direta com o estado fisiologico, processos
especificos, bem como, com as respostas a fatores bioticos e abidticos. Para plantas destinadas
a alimentacdo, as proteinas sdo especialmente interessantes no que se refere a inocuidade do
alimento, pois podem estar envolvidas ou resultarem na sintese de toxinas, antinutrientes ou
alérgenos (CLERENS; PLOWMAN; DYER, 2012; D’ ALESSANDRO; ZOLLA, 2012).

Durante o desenvolvimento das sementes, ocorre o acimulo de diferentes grupos de
proteinas. Sabe-se que essas proteinas, denominadas proteinas de armazenamento, atuam como
fonte de carbono e nitrogénio para germinagdo das sementes, além de marcadores da fase de
maturacdo (DODEMAN; DUCREUX; KREIS, 1997). E sao classificadas como: Albuminas
[(1.6S — 2S) (soluvel em agua)]; Globulinas [(7S-13S) (soluvel em solugdes salinas diluidas)];
Glutelinas (soluveis em acido diluido ou meio alcalino) e Prolaminas (soliveis em misturas de
agua/ dlcool) (OSBORNE; CAMPBELL, 1898). O feijao-caupi ¢ composto principalmente por
globulinas (45 — 58,8%), seguido de albuminas e glutelinas (ALGHAMDI et al., 2019; GUPTA
etal.,2010; VASCONCELOS et al., 2010).

As globulinas sdo as principais proteinas encontradas em sementes de leguminosas, €
de acordo com seu coeficiente de sedimentacdo podem ser classificadas em 7S e 11S
(DURANTI, 2006). O feijao-comum (Phaseolus vulgaris) € constituido principalmente por
faseolinas 7S e leguminas 11S (BESSADA; BARREIRA; OLIVEIRA, 2019; LUNA-VITAL
et al., 2015), ja o fetjao-caupi (Vigna unguiculata) apresenta maior teor de vicilinas 7S
(RANGEL et al., 2003).

A qualidade de uma proteina pode ser determinada através da quantidade de nitrogénio
total (N), da composi¢do de aminoacidos essenciais e digestibilidade (BOYE; WIJESINHA-
BETTONI; BURLINGAME, 2012). Quanto a composi¢dao aminoacidica, o feijao-caupi
apresenta glutamina e asparagina como os aminoacidos nao essenciais mais abundantes,

seguido dos essenciais leucina, lisina, fenilalanina e tirosina. Entretanto, ¢ comum a deficiéncia
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de aminoacidos contendo enxofre (metionina e cisteina) (CARVALHO et al, 2012;
GONCALVES et al.,2016; TEKA et al., 2020; VASCONCELOS et al., 2010). Essa deficiéncia
pode ser complementada com a ingestdo de cereais, que apresentam lisina como aminoacido
limitante e excesso de metionina, essa combinagdo forneceria uma proteina completa em todos
os aminoacidos essenciais, por exemplo (FROTA et al., 2017; WOOLF; FU; BASU, 2011).
Na alimentagdo humana, as proteinas de armazenamento, desempenham papel
fundamental tanto no fornecimento de aminoacidos essenciais quanto liberando peptideos
bioativos pela acdo de enzimas hidroliticas apos a digestdo gastrointestinal, que podem
apresentar fungdes fisioldgicas importantes como atividades antivirais e antitumorais,
imunomoduladoras além de reducao do colesterol e da pressao sanguinea (KUMAR et al., 2019,

2017).

3.1 ANALISE PROTEOMICA

A analise protedmica contribui para a analise detalhada da composigao de proteinas dos
graos (CARRERA et al., 2016), promove o conhecimento estrutural e funcional das proteinas,
além da quantificacdo de sua abundancia, o estudo de suas modificacdes, as interagdes entre
elas e o estudo de sua localizacao na matriz avaliada (ORTEA; O’CONNOR; MAQUET, 2016).

Nesse sentido, Ortea, O’Connor e Maquet (2016) sugerem que a andlise protedmica

pode ser dividida em trés abordagens dependendo do objetivo da avaliagdo:

1. Qualitativa
Cujo objetivo ¢ identificar e caracterizar um conjunto de proteinas presentes em uma
amostra, que pode ser o proteoma completo de uma matriz, ou de um subconjunto de proteinas

presentes nesta matriz (proteina do glaten, por exemplo).

2. Diferencial ou quantitativa
Tem por finalidade analisar informagdes quantitativas de proteinas, como a abundancia
relativa de uma proteina especifica entre diferentes amostras, ou a quantidade absoluta da
proteina, que podem ser muito Uteis ao procurar diferencas entre distintas condigdes (por
exemplo, tratamentos tecnologicos diferentes de produtos alimenticios ou alimento
geneticamente modificado (GM) versus alimentos ndo-GM), haja visto que o conjunto de
proteinas de um alimento pode sofrer alteracdes devido principalmente a composi¢do, ao

processamento tecnologico e a variabilidade biologica dos componentes destes alimentos.
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3. Funcional
Estuda a interacdo funcional entre proteinas, ou entre uma proteina e outras moléculas
e as consequéncias dessas interagdes em uma matriz. A compreensao das interagdes proteina-
proteina, ¢ de grande relevancia para que melhorias adicionais na qualidade dos alimentos sejam
concretizadas.

A protedmica tém sido aplicada principalmente como ferramenta relacionada a
qualidade e seguranca de alimentos, como por exemplo: para caracterizagao de proteinas de
armazenamento em semente de soja ndo cultivadas (Glycine soy) e cultivadas (Glycine max)
(NATARAJAN et al., 2006); comparagdo de proteoma de feijado GM e ndo GM (VALENTIM-
NETO et al., 2016); efeitos da infeccdo por fungos nas proteinas da uva e a relagdo com a
qualidade da uva e do vinho (LORENZINI ef al., 2016); identificagdo de perfil proteico de
diferentes cultivares de feijdo comum (ROSSI et al., 2017); caracterizacdo de proteoma de
carne de bufalo e relagdo com a maciez (KIRAN et al., 2015); deteccao de alteragdes em leite
(EL-SALAM, 2014); e também para identificagdo de alergénicos em alimentos (GIROLAMO
etal.,2015).

3.2 ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

Dentre inimeras técnicas para separa¢do de proteinas, uma das mais comuns para
analise protedomica ¢ a eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2-DE PAGE)
(NING; WU; WANG, 2016). De acordo com Jorrin-Novo et al. (2019) a eletroforese em gel,
em geral, e a 2-DE, em particular, tém sido, sdo e continuardo sendo uma técnica fundamental
na pesquisa de protedmica e biologia vegetal, principalmente para rastreabilidade de alimentos,
monitoramento de alergénicos e analise de ambiente.

A técnica consiste basicamente em duas etapas de separacao, também chamadas de
duas dimensoes (Figura 3). Na primeira dimensao ou focalizagao isoelétrica (IEF), as proteinas
sdo separadas de acordo com o seu ponto isoelétrico (pI). Nesta etapa sdo utilizadas tiras
contendo anfoteros que promovem um gradiente de pH em intervalos que variam de 3-10, 3-
5,6; 4-7 ou 7-11, e com a passagem de corrente elétrica, as proteinas migram até atingir um
estado de equilibrio onde sua carga liquida ¢ igual a zero (pH no qual a carga liquida € nula,
equivale ao pl). A segunda dimensdo promove a separagdo das proteinas em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS), este ultimo ¢ um detergente que ocasiona a
desnaturagdo das proteinas até a estrutura linear, além disso, ao ligar-se com as proteinas torna

a carga intrinseca da molécula insignificante, permitindo a separacao quase exclusivamente por
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massa molecular (GORG; WEISS; DUNN, 2004; MAGDELDIN et al., 2014; NELSON; COX,

2011).

Figura 3 - Representacao grafica de eletroforese bidimensional (2-DE).
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Fonte: Balsamo, 2016.

Considerando que ¢ improvavel que diferentes moléculas de proteina possam ter as

mesmas propriedades fisico-quimicas (pl e massa molecular), a separacao de proteinas por 2-

DE ¢ mais eficiente que a eletroforese unidimensional (MAGDELDIN et al., 2014). A fim de

aproveitar a alta resolucdo da eletroforese bidimensional, a etapa de extracdo de proteinas ¢

primordial, pois deve interromper completamente as interagdes moleculares e assegurar que

cada ponto represente um polipeptideo individual (GORG; WEISS; DUNN, 2004).

3.2.1 Extrac¢ao de proteinas

Durante a etapa de extracdo, as proteinas devem ser desnaturadas, desagregadas,

reduzidas e solubilizadas. Ainda

alguns componentes da amostra como lipidios, acidos

nucleicos, compostos fenolicos, sais entre outros interferem na extragdo e identificacdo das

proteinas e devem ser removidos. Para atingir estes objetivos, diversas substiancias quimicas,
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como detergentes, agentes redutores, inibidores de proteases e agentes caotropicos sao
utilizados (GORG; WEISS; DUNN, 2004; HERBERT; RYDE, 1999; RABILLOUD;
LELONG, 2011). E necessario cautela na escolha dos agentes quimicos utilizados na extragéo,
haja visto que a primeira dimensdo consiste na focalizagdo isoelétrica, desse modo a carga das
proteinas ndo pode ser alterada (efeito de surfactantes como SDS, por exemplo) (RABILLOUD;
LELONG, 2011). Amostras vegetais sdo complexas, apresentam diferentes interagdes e
requerem protocolos personalizados ou adaptados para cada espécie ou conformagao
(HAYAMA; OHYAMA, 2018). Nesse sentido, sdo escassos os estudos que comparam e
otimizam protocolos de extragdo de proteina para feijao-caupi (NASCIMENTO et al., 2019;
VASCONCELOS et al., 2005).

4 COMPOSTOS BIOATIVOS

Além das proteinas, outros componentes presentes nas matrizes vegetais apresentam
relevantes funcdes fisiologicas. Compostos bioativos sdo considerados compostos secundarios
de plantas, que estdo presentes naturalmente em pequenas quantidades em alimentos, e
apresentam a¢do metabolica ou fisiologica especifica (BRASIL, 2002; KITTS, 1994; RUBIO;
MOTILVA; ROMERO, 2013). Podem ser encontrados de forma bastante diversificada, em que
podemos destacar os compostos fenodlicos, carotenoides, fitoesterois, tocoferdis e acidos
organicos. Estes estdo relacionados diretamente com a prevengdo de doencas como, cancer,
diabetes e doencas cardiovasculares, além de apresentarem atividades anti-hipertensivas,
imuno-estimulante, antioxidante, inibicdo ou estimulagdo enzimatica entre outras (KITTS,
1994; KRIS-ETHERTON et al., 2002; SARRIA et al., 2015; SINGH et al., 2017a).

Esses compostos sdo bastante sensiveis a fatores como pH, calor, luz e oxigénio, durante
o processamento e armazenamento (GLEESON; RYAN; BRAYDEN, 2016). Além disso,
condi¢cdes ambientais e climdticas como ataque de insetos, tipo e composicdo de solo,
temperatura, seca ou excesso de umidade induzem respostas fisiologicas e bioquimicas que
influenciam no teor de compostos bioativos presentes em plantas (GOBBO-NETO; LOPES,
2007; NEUGART et al., 2018; NEUGART; KRUMBEIN; ZRENNER, 2016).

Os compostos fendlicos sdo metabodlitos secunddrios de plantas, considerados os
antioxidantes mais abundantes da natureza, sao caracterizados estruturalmente pela presenca de
grupamentos hidroxilas ligados ao anel aromatico (fenol), e com base na estrutura sdo
classificados em: fenois simples, acidos fendlicos, flavonoides, xantonas, estilbenos e lignanas

(CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007; VUOLO; LIMA; MAROSTICA JUNIOR,
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2019). O mecanismo de agdo antioxidante ocorre principalmente pela eliminagdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), nitrogénio e cloro ou ainda atuam como agentes quelantes de ions
metalicos, operando dessa forma, tanto no estagio de iniciagdo quanto na propagacao do
processo oxidativo (LI et al, 2014; MARTINS; BARROS; FERREIRA, 2016; VUOLO;
LIMA; MAROSTICA JUNIOR, 2019). Além disso, a depender da estrutura quimica,
concentragdo, matriz alimentar e interagdes de ions metalicos estes compostos ainda podem
apresentar acio pro-oxidante (AKYUZ et al., 2017; SAMRA et al., 2011). Tanto frutas quanto
leguminosas sdo consideradas amplas fontes de compostos bioativos (BALASUNDRAM;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

4.1 COMPOSTOS BIOATIVOS DO FEIJAO-CAUPI

Graos de leguminosas como feijdo, lentilha, feijao-caupi, grao de bico e ervilha além de
se destacarem como fontes de proteina e aminoacidos, sdo compostos por substancias bioativas,
que desempenham papéis fisiologicos e metabolicos importantes. Estes compostos variam em
concentracdo entre diferentes espécies e variedades de leguminosas (KHANG et al., 2016;
SINGH et al., 2017a).

Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin (2003) avaliaram 17 cultivares de feijao-caupi
provenientes do estado do Arkansas/EUA, nos quais verificaram que o conteido de compostos
fenolicos varia conforme a cultivar. A Tabela 3 ratifica dados para compostos fenolicos e

atividade antioxidante para diferentes cultivares de feijao-caupi.

Tabela 3 - Compostos fenodlicos e atividade antioxidante de diferentes cultivares de feijao-
caupi (Vigna unguiculata).

Atividade

Feijao-caupi Compostos fendlicos Referéncia

antioxidante

Catequina,
) ) 575,4 + 2,98 pmol
epicatequina,

BRS Xiquexique TEAC/g (DPPH) (MOREIRA-ARAUIJO et al.,
acido galico,
(Brasil) 608,5 + 2,09 umol 2018)
acido ferulico e
) ) TEAC/g (ABTS)
acido clorogénico.
Acido galico, 490,55 + 22,05 pmol
BRS Aracé

BRS Tumucumaque
(Brasil)

acido clorogénico,
acido cafeico,

acido p-cumarico e

TEAC/100g (DPPH)
837,73 + 15,39 umol
TEAC/100g (ABTS)

(ANJOS BARROS et al.,
2020)
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acido ferulico. 453,10 = 6,79 pumol
TEAC/100g (FRAP)
. ) 12,96 + 0,55 pmol ,
Acido gélico, (GUTIERREZ-URIBE;
Cultivar cor preta TEAC/g (ORAC)
protocatectiico e ROMO-LOPEZ; SERNA-
(México) ) ) ) 4,00 £+ 0,57 pmol ,
p-hidroxibenzoico SALDIVAR, 2011)

TEAC/g (ABTS)

acido protocatectico,
acido p-hidroxibenzoico,

acido cafeico,

17 cultivares (Estados ) ) (CAIL, HETTIARACHCHY;
acido p-cumarico, -
Unidos) JALALUDDIN, 2003)
acido ferulico e

4cido 2,4-

dimetoxibenzoico
Catequina,

02 cultivares (Africa do miricetina e

) - (NDERITU et al., 2013)
Sul) quercetina-3,

O-diglicosideo

] 38 — 109 umol TEAC/g
Catequina-3,

, (ABTS)
02 cultivares (Africa do O-glicosideo,
) 86 — 139 umol TEAC/g (HACHIBAMBA et al., 2013)
Sul) acido p-cumaroilaldarico
(ORACQ).

€ quercetina

*TEAC: Atividade antioxidante equivalente em trolox.

A maioria dos compostos fendlicos presentes em graos sdo encontrados na
casca/tegumento (ATTREE; DU; XU, 2015; GUTIERREZ-URIBE; ROMO-LOPEZ; SERNA-
SALDIVAR, 2011; LUO et al., 2016) ¢ além das fungdes fisiologicas ja destacadas, sdo

determinantes para cor, sabor e aroma desses alimentos (SWANSON, 2003).

5 BIOACESSIBILIDADE e DIGESTAO IN VITRO

O esquema de classificagdo da biodisponibilidade nutracéutica (do inglés NuBAC)
conceitua bioacessibilidade como a fracdo do composto bioativo liberada da matriz alimentar,
disponivel numa forma adequada para absor¢do no local de absor¢do adequado
(MCCLEMENTS; LI; XIAO, 2015). Em funcao desta fragdao disponivel, define-se o termo
biodisponibilidade que, do ponto de vista nutricional, segundo Benito e Miller (1998), ¢ a fragao
de um determinado nutriente ou componente do alimento que o corpo pode utilizar, e de acordo

com a Food and Drug Administration (FDA, 2003) do ponto de vista farmacéutico, ¢ a taxa em
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que uma substancia ou componente terapéutico ¢ absorvido e se torna disponivel no local da
acdo da substancia.

Avaliar o comportamento dos alimentos e nutrientes através de métodos de digestao in
vivo, utilizando humanos e animais, apresentam resultados precisos, entretanto, geralmente sao
mais demorados e onerosos, além de demandarem protocolos éticos (BOISEN; EGGUM,
1991). Como alternativa para estimar estes resultados, os métodos de digestdo in vitro
apresentam-se como ferramentas mais rapidas e baratas, apesar da dificuldade de simular com
precisdo todos os eventos que ocorrem no corpo humano (HUR et al., 2011).

Inimeros métodos simulando a digestdo in vitro sdo utilizados, o que dificulta a
comparagdo entre os trabalhos (LUCAS-GONZALEZ et al., 2018). Em fungio disso, Minekus
et al. (2014) estabeleceram um protocolo consensual, com recomendagdes para um método de
digestdo padronizado. O método contempla as trés fases da digestdo: (1) fase oral,
contemplando a primeira fase da digestdo com agdo da enzima amilase na boca; (2) fase
gastrica, consiste na agdo da enzima pepsina e simula o ocorrido no estomago; e finalmente (3)
fase entérica ou intestinal, com enzima pancreatina, que como o proprio nome sugere, mimetiza
a etapa que ocorre no intestino.

Todas as etapas da digestdo apresentam relevancia, em fungdo principalmente das
enzimas ativas e dos compostos a serem digeridos, liberados e absorvidos na fase em questao
(DUPONT et al., 2018). Intimeros fatores influenciam a estabilidade e distribuicdo dos
compostos bioativos no organismo, como pH, presenca de enzimas, camada de muco e epitélio
(CHALI et al., 2018). Portanto, tdo importante quanto conhecer os beneficios dos compostos
bioativos no organismo humano ¢ compreender o quanto destes compostos permanece
disponivel durante e apos a digestdao. Dessa forma, os estudos tanto da bioacessibilidade quanto
da biodisponibilidade dos compostos fendlicos sdo essenciais para efetiva relagdo entre a

presenca destes nos alimentos e as fungdes fisiologicas e biologicas ja apresentadas.

5.1 SINERGISMO ENTRE ALIMENTOS

De acordo com Eid, El-Readi e Wink (2012) sinergia provém do grego “synergos” e
significa trabalhar juntos. Ainda, pode ser definida como efeito verificado com a combinagdo
de mais de uma substancia, efeito este positivo, se comparado com a atividade individual destas
(HEINRICH et al., 2012). O sinergismo entre alimentos pode influenciar de forma positiva a
bioacessibilidade e biodisponibilidade de nutrientes e compostos bioativos (NAIR;

AUGUSTINE, 2018), como ¢ o caso do consumo de lipidios que pode proporcionar uma
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melhor absor¢do de vitamina A (BROWN et al., 2004), ou a maior biodisponibilidade de ferro
se ingerido concomitante a alimentos ricos em acido ascorbico (DIAZ et al., 2003; NAIR et al.,
2013). Frutas citricas ¢ sucos sdo importantes aliados no fornecimento de nutrientes e
compostos bioativos, como vitamina C e polifendis, que podem atuar em conjunto (de forma
aditiva ou sinérgica) exercendo atividade antioxidante, anti-inflamatoria e anticancerigena (DE
ANCOS et al., 2017, KHAN; ZILL-E-HUMA; DANGLES, 2014; LEE, 2013; LIU; HEYING;
TANUMIHARDIJO, 2012). A relevante atividade antioxidante ¢ apresentada principalmente
em funcao de inimeros compostos bioativos presentes, como: vitamina C, compostos fenolicos,
terpenoides e pectina (ZOU et al., 2016). O teor dessas substancias pode oscilar em fungdo da
variedade e estagio de maturagio (MENNAH-GOVELA; BORNHORST, 2017).

Dentre os compostos fenolicos, as flavanonas sdo comumente encontradas em frutas
citricas, especialmente naringina, hesperidina e a narirutina em laranjas (KARASAWA;
MOHAN, 2018). Laranjas da variedade pera, convencionais e organicas, do mercado brasileiro
apresentaram teores de fendlicos de 17,29 e 37,15 mg GAE.100mL! respectivamente
(DOLINSKY et al., 2018). O teor de compostos fenolicos foi avaliado em laranjas cultivadas
no Brasil por Stafussa et al. (2018), que verificaram principalmente flavanonas sendo estas
narirutina, hesperidina e hesperetina, além de derivados do 4cido hidroxicindmico como acido
ferulico, cafeico, p-cumadrico e sinapico. Ainda, foi observado atividade antioxidante 1193,34
umol TEAC.100g! (ABTS). Estes mesmos fendlicos foram encontrados em Laranjas Navel da
Espanha (semelhante a laranja-da-Bahia brasileira) que apresentaram um total de 839 mg.L!
de compostos fenolicos (GIL-IZQUIERDO et al., 2001). Quatro variedades de laranja
provenientes da China demonstraram teor de fendlicos totais variando entre 1173,28 e 1499,71
mg GAE.L"!, destes, foram identificados 4cido cafeico, 4cido p-cumarico, ferulico e ainda 4cido
sinapico (XU et al., 2008).

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de laranjas, responsavel por 33,8% (16,5 milhdes
de toneladas) de toda a producao, com destaque para o estado de Sao Paulo produtor de 75%
da produgao brasileira (12,1 milhdes de toneladas) (IBGE, 2021; USDA, 2021). De acordo com
a Associacdo Nacional de exportadores de sucos citricos (CITRUSBR, 2020) existem mais de
100 variedades de laranjas cultivadas pelo mundo. No Brasil, as mais comuns sdo as laranjas
Bahia, Pera, Natal, Valéncia, Hamlin, Westin e Rubi. As laranjas doce (Citrus sinensis) das
variedades Pera e Valéncia sdo as mais importantes no mercado brasileiro, principalmente em
fun¢do da boa qualidade dos frutos e do suco, sendo a laranja Pera a mais cultivada no Pais
(FUNDECITRUS, 2019). O suco de laranja pera possui compostos fendlicos, principalmente
as flavanonas como hesperidina, narirutina e eriocitrina (MESQUITA; MONTEIRO, 2018),
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que vem sendo amplamente estudadas por apresentar potencial atividade antioxidante e por
auxiliar o organismo na prevencdo de doencas cardiovasculares, arterosclerose e cancer
(BARRECA et al.,2017; KHAN; ZILL-E-HUMA; DANGLES, 2014). Presente em 33,7% dos
lares brasileiros, segundo a Pesquisa de orcamentos familiares, a laranja doce (Citrus sinensis)
¢ uma das frutas mais consumidas no Brasil (IBGE, 2011). O Pais aparece entre os 40 paises
que mais consomem sucos de frutas e apresenta uma média de consumo anual de 1,5 L.
habitante” (BARROS; BARROS; CYPRIANO, 2016).

O feijdo-caupi apresenta grande potencial de mercado, haja visto seu consumo ainda ser
restrito as regides Norte e Nordeste do Brasil. E como ja destacado anteriormente, pulses como
o feijdo-caupi também sdo fontes de compostos fenolicos e apresentam atividade antioxidante.
Estudos referentes a atividade antioxidante sinérgica do consumo de suco de laranja juntamente
com feijdo-caupi sdo inexistentes, especialmente durante e apos a digestdo gastrointestinal e

apresentam-se como uma lacuna relevante aos possiveis efeitos benéficos a saude.
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CAPITULO 2

*Informacdes contidas neste capitulo estdo publicadas no artigo:

Comparacio do perfil proteico de graos de cultivares brasileiras de feijao-caupi (Vigna
unguiculata) por PCA.

Autores: Tuany Camila Honaiser; Gabriela Barbosa Rossi; Maurisrael de Moura Rocha; Ana
Carolina Maisonnave Arisi

Revista: Food Production, Processing and Nutrition
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Resumo

Este estudo teve como objetivo comparar o perfil proteico de graos de quatro cultivares
brasileiras de feijao-caupi (BRS Aracé, BRS Itaim, BRS Pajet ¢ BRS Xiquexique) por
eletroforese bidimensional (2-DE) e analise de componentes principais (PCA). A 2-DE separou
eficientemente os perfis proteicos de feijado-caupi, demonstrando alta homogeneidade entre as
quatro cultivares. Além disso, a analise de componentes principais indicou que houve diferenca
na abundancia de proteinas entre as cultivares. As cultivares BRS Aracé e BRS Xiquexique,
ambas biofortificadas em ferro e zinco, foram separadas das cultivares BRS Itaim e BRS Pajeu.
Esses resultados demonstraram que perfis proteicos podem ser usados para discriminar
variedades de feijao-caupi.

1 INTRODUCAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata) ¢ um importante componente da cesta basica na
Africa e nas regides norte e nordeste do Brasil. Essa leguminosa ¢ rica em proteinas (23% a
30%), fibras (16% a 19%) e outros nutrientes essenciais, como vitaminas do complexo B (AIDA
et al., 2021; BAPTISTA et al., 2017; FILHO et al., 2011; FROTA et al., 2008). Dentre as
proteinas, a vicilina 7S ¢ a principal proteina de armazenamento do feijdo-caupi e, dependendo
da variedade, pode ser glicosilada ou ndo, interferindo em suas propriedades funcionais
(KIMURA et al., 2008). Quatro cultivares brasileiras desenvolvidas pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) sdo analisadas aqui, BRS Aracé, BRS Itaim, BRS Pajeu
e BRS Xiquexique. Possuem diferentes cores de tegumento, graos de diferentes tamanhos,
sendo que duas delas sdo biofortificadas em ferro e zinco (BRS Aracé e BRS Xiquexique)
(EMBRAPA, 2009; FILHO et al., 2011; VILARINHO et al., 2010a; VILARINHO et al.,
2010b).

Devido ao alto teor proteico do feijdo-caupi, o incentivo ao seu consumo pode estar
associado a uma fonte proteica de baixo custo, quando comparado ao custo da proteina animal
ou de outras fontes vegetais. Além disso, o feijdo-caupi pode ser uma fonte alternativa de
proteina para populagdes vegetarianas e/ou veganas; € ainda ampliar as opcoes alimentares para
contribuir com a diversidade alimentar. Além da importancia nutricional, as proteinas tém
relacdo direta com o estado fisiologico das plantas, processos especificos, bem como com as
respostas a fatores bidticos e abidticos. Durante o desenvolvimento das sementes, diferentes
grupos de proteinas se acumulam, como as chamadas proteinas de armazenamento, que atuam
como marcadores da fase de maturacio (CLERENS; PLOWMAN; DYER, 2012;
D’ALESSANDRO; ZOLLA, 2012; RASHEED et al., 2020).
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A analise de proteinas por eletroforese em gel bidimensional (2-DE) promove a
separacdo de proteinas em duas etapas (ponto isoelétrico e massa molecular) com grande
eficiéncia e robustez (JORRIN-NOVO et al., 2019; RABILLOUD & LELONG, 2011; ZHAN
etal.,2019). A técnica tem sido amplamente aplicada como ferramenta relacionada a qualidade
e seguranga alimentar (ALIKORD et al., 2018; LORENZINI et al., 2016; ROSSI et al., 2017;
VALENTIM-NETO et al., 2016). No entanto, a 2-DE gera centenas de spots por gel, o que
pode tornar a analise desses grandes conjuntos de dados uma etapa demorada e dificil, quando
realizada por ferramentas de analise univariada (JACOBSEN et al., 2007; LUALDI &
FASANO, 2019), tornando as abordagens estatisticas multivariadas como a andlise de
componentes principais (PCA) mais eficazes. A PCA ¢ usada para concentrar as informagdes
contidas em varias varidveis originais em um conjunto menor de varidveis estatisticas
(componentes) com uma perda minima de informacgdes, permitindo assim uma visao geral do
conjunto de dados, destacando possiveis relagdes entre elas (ENGKILDE et al., 2007). E um
dos métodos de analise multivariada mais utilizados na andlise de dados protedmicos
(BALSAMO et al., 2015; MELLO et al., 2016; LUALDI & FASANO, 2019; VALENTIM-
NETO et al., 2016). A Analise de Componentes Principais ¢ uma ferramenta util para comparar
perfis de proteinas de variedades de plantas sem a necessidade de identificacdo de proteinas.

Neste trabalho, foi realizado o primeiro estudo comparativo do perfil proteico de quatro
cultivares brasileiras de feijao-caupi (BRS Aracé, BRS Itaim, BRS Pajeu e BRS Xiquexique)

desenvolvido pela EMBRAPA usando 2-DE e analise de componentes principais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

Quatro cultivares de feijao-caupi denominadas BRS Aracé€, BRS Itaim, BRS Pajet e
BRS Xiquexique foram fornecidas pela Embrapa Meio-Norte. Estas foram cultivadas de maio
a julho de 2018, em condig¢des irrigadas, no campo experimental da Embrapa Meio-Norte,
Teresina (Latitude: 5° 5’ 21" Sul, Longitude: 42° 48’ 6" Oeste, Altitude: 87 metros), Piaui,

Brasil.
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2.2 PRIMEIRO PROTOCOLO DE EXTRACAO DE PROTEINAS

O primeiro método aplicado as quatro cultivares de graos de feijdo-caupi foi
previamente estabelecido para feijdo comum (ROSSI et al, 2017) e consistiu em
aproximadamente 30 g de grdos de cada cultivar, em triplicata, moidos em moinho analitico
(IKA, Staufen, Alemanha) com nitrogénio liquido e posteriormente armazenados a -80 °C até
o momento da extragao.

Os extratos proteicos para cada cultivar foram obtidos a partir de 300 mg de cada
amostra moida suspensa em 0,8 mL de tampao de extracao [0,5 M Tris-HCI, pH 8; sacarose 0,7
M; EDTA 100 mM; 1 mM de PMSF; 1% (p/v) CHAPS; 14mM DTT; inibidor de protease
Roche (Mannheim, Alemanha)], a mistura foi agitada em vortex por 30 s. As amostras foram
centrifugadas a 20.000 x g por 20 min a 4°C, o sobrenadante foi dividido igualmente em dois
microtubos por causa do volume total, entdo 0,8 mL de solu¢ao contendo acetona pura, 12,5%
(p/v) TCA ¢0,125% (p/v) DTT foi adicionado e mantido durante a noite a 4°C, apds, submetido
a outra centrifugacgdo a 20.000 x g por 20 min a 4°C. O precipitado foi lavado trés vezes com 1
mL de metanol frio, duas vezes com 1 mL de acetona pura e, finalmente, com acetona contendo
0,1% (p/v) de DTT. Apos centrifugacdo a 10.000 x g por 30 min a 4°C, o sobrenadante foi
descartado e os precipitados foram suspensos em 300 puL de tampao de reidratagdo contendo 7
M de ureia, 2 M de tiouréia, 2% (p/v) CHAPS, 0,28% (p/v) DTT e 1% (p/v) PMSF, mantidos
a 21 °C por 2 h, depois submetidos a outra centrifugagdo a 10.000 x g por 30 min a 15 °C, os
sobrenadantes dos dois microtubos foram combinados em um, e armazenado a -80 ° C para
posterior quantificagdo. Os extratos de proteina foram quantificados usando o 2-D Quant Kit

(GE Healthcare, Uppsala, Suécia).

2.3 PROTOCOLO DE EXTRACAO DE PROTEINA MODIFICADO

Com base nos resultados obtidos na primeira extracdo, o protocolo foi modificado
(Figura 1), para verificar a melhor condicao para extragdo da proteina do feijao-caupi.

A cultivar BRS Xiquexique foi escolhida para a extragdo proteica do grao, pois 0 menor
teor de proteina foi obtido com a extragdo proteica anterior. Todo o procedimento foi realizado
em tubos conicos de 15 mL, evitando-se a divisao da amostra durante o protocolo. A influéncia
da massa inicial da amostra também foi avaliada, além de 300 mg, uma segunda amostra de
500 mg foi utilizada neste teste. Por fim, na terceira variavel estudada, optou-se por excluir as

etapas de lavagem com metanol, observando se isso reduziria a perda de proteina no processo.
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Figura 1 — Resumo dos protocolos de extragdo de proteinas.
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Apos a quantificacdo, a condi¢ao que resultou em maior extragao foi aplicada aos graos
das demais cultivares. Em seguida, os extratos de proteina foram limpos usando o 2-D Clean-

Up Kit (GE Healthcare, Uppsala, Suécia).

2.4 ELETROFORESE BIDIMENSIONAL (2-DE)

De cada cultivar foram preparados trés extratos proteicos (com e sem kit 2-D Clean-Up)
e de cada extrato proteico um gel 2-DE, obtendo-se trés perfis proteicos para cada cultivar. O
2-DE foi realizado conforme descrito por Valentim-Neto et al. (2016).

A focalizagao isoelétrica (IEF) foi realizada utilizando Immobiline Drystrip Gels (tiras
IPG, gradiente de pH 4-7, 13 cm) (GE Healthcare), de acordo com Nogueira et al. (2007) e
Vasconcelos ef al. (2005) as proteinas do feijao-caupi possuem pl entre pH 4 e 7, portanto, o
uso de tiras nessa faixa permite melhor separagdo e visualizagdo. Aproximadamente 250 pg de
proteina total foram diluidos em 250 uL de tampdo de reidratagio contendo 0,2 mL L' de
tampao IPG pH 4-7 (GE Healthcare) e azul de bromofenol foi usado como corante de
rastreamento. As tiras foram focadas nas seguintes condigdes: etapa um de 50 V a 25 Vh, etapa

dois de 500 V a 500 Vh, etapa trés de 1000 V a 750 Vh, etapa quatro de 4000 V a 2500 Vh,
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etapa cinco de 8000 V a 15.000 Vh, e uma etapa final de 6.000 V a 6.000 Vh, até um total de
25.000 Vh, no limite de 50 mA por tira. Apos a focagem, as tiras foram mantidas a -80°C.
Antes do SDS-PAGE, as proteinas contidas nas tiras foram incubadas por 15 min com
10 g L' de DTT em 5 mL de tampao contendo 50 mmol L' de Tris-HCI, pH 8,8; 6 mol L de
ureia; 0,2 g L' SDS; 3 ml L de glicerol; 2,5 mg L de azul de bromofenol. Seguiu-se a
alquilagdo por 15 min com 25 g L' de iodoacetamida em 5 ml do mesmo tampdo. O SDS-
PAGE foi realizado em gel de poliacrilamida a 12,5% usando SE 600 Ruby System (GE
Healthcare). A corrente elétrica aplicada foi de 15 mA por gel por 30 min e 30 mA por gel até
o final da corrida. A temperatura foi mantida a 10°C usando um circulador termostatico
MultiTempllI (GE Healthcare). Os géis de proteina foram corados por Coomassie Brilliant Blue

G-250 Stain (Bio-Rad).

2.5 ANALISE DE IMAGEM E DADOS

Os géis foram digitalizados em um Image Scanner System 11 e analisados com
ImageMaster 2-D Platinum Software Versao 7.0 (ambos da GE Healthcare). A correspondéncia
automatica foi complementada manualmente. O numero total de spots foi detectado de acordo
com os seguintes parametros: liso >4, saliéncia >100 e area>11. Os géis triplos de cada cultivar
foram comparados entre si e, posteriormente, entre todas as cultivares. Para a identificagdo das
proteinas acumuladas diferencialmente, o volume relativo dos spots (% Vol) foi comparado
entre as cultivares com andlise de variancia pelo software ImageMaster. Considera-se que os
volumes dos spots apresentam diferengas significativas (p<0,05) entre o valor médio de cada

triplicata de cultivar em relagdo a outras cultivares.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os teores de proteina foram expressos como média + desvio padrdo das trés repeticdes.
Diferencas significativas (p < 0,05) entre os resultados foram determinadas por anélise de
variancia (ANOVA), teste de Tukey e teste t de Student. O software utilizado foi o
STATISTICA versao 7.0.

Para a andlise de componentes principais (PCA), os géis das quatro cultivares foram
comparados entre si; os spots correspondentes nos doze géis foram selecionados. Esses dados
selecionados foram transformados em log2 e cada amostra centrada na mediana. O PCA foi

executado utilizando o Software R Language, pacote 'stats', funcao 'prcomp'.



43

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Amostras de plantas contém diferentes niveis de metabolitos secundarios e nutrientes,
que variam mesmo dentro da mesma espécie, dependendo do estagio de maturagao, parte da
planta ou mesmo influéncias ambientais (HUSSEIN & EL-ANSSARY, 2019). Na 2-DE, esses
compostos interferem na qualidade do gel, bem como na separacdo e identificagdo de proteinas
(VALCU & SCHLINK, 2006; WU et al., 2010). Uma etapa adicional de purificagdo por kit de
limpeza ¢ sugerida para posterior remocao de contaminantes como sais, lipidios, acidos
nucleicos e detergentes, a fim de melhorar a separacao de spots ap0ds a limpeza (Figuras 2 e 3).
O kit de limpeza 2-DE foi eficaz na remocdo de substancias interferentes, melhorando a

qualidade dos géis do feijao-caupi, assim como em outras amostras (KUMAR et al., 2017).

Figura 2 - Mapas comparativos do perfil proteico de graos de duas cultivares brasileiras de
feijao-caupi (Vigna unguiculata).
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(A) BRS Aracé e (I) BRS Itaim. (Al) e (I1) sem Limpeza; (A2) e (I2) com Limpeza. 250 pg de proteinas foram
separados usando tiras de IEF linear de 13 cm, pH 4-7 IPG para a primeira dimensao e géis de SDS-PAGE de
125 g L—1 para a segunda dimensdo. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue G-250.
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Figura 3 - Destaques dos efeitos de limpeza em mapas comparativos do perfil proteico de graos
de duas cultivares brasileiras de feijao-caupi (Vigna unguiculata).
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(A) BRS Aracé e (I) BRS Itaim. (A1) e (I1) sem Limpeza; (A2) e (I2) com Limpeza. 250 pg de proteinas foram
separados usando tiras de IEF linear de 13 cm, pH 4-7 IPG para a primeira dimensdo e géis de SDS-PAGE de 125
g L—1 para a segunda dimensdo. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue G-250.

3.1 COMPARACAO DO PERFIL PROTEICO

Trés géis de cada cultivar foram obtidos para comparagao protedmica entre cultivares e
amostras, nas mesmas condi¢des do 2-DE ja descrito anteriormente. A abordagem protedmica,
incluindo 2-DE, tem sido usada para analisar e separar proteinas de alimentos, bem como para
comparar diferentes cultivares (ABREU et al., 2014; JAGADEESH; KANNEGUNDLA;
REDDY, 2017; JORRIN-NOVO et al., 2019; MOURA et al., 2014; RABILLOUD; LELONG,
2011; ZHAN et al., 2019). O grande numero de spots individuais, bem como a baixa presenca
de estrias no gel (Figura 4), demonstraram uma extracao eficiente de proteinas com auséncia
ou baixa concentra¢do de interferentes como sais, carboidratos e lipidios (GORG; WEISS;
DUNN, 2004). Um mapa representativo de cada cultivar ¢ mostrado na Figura 4. BRS Aracé

apresentou o maior numero de spots 501 £ 13 (média + desvio padrao), sendo utilizado como
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gel de referéncia para analise de correspondéncia, BRS Xiquexique apresentou 496 + 6 spots,

BRS Itaim, 488 + 16, e BRS Pajet teve o menor numero de spots, 451 £ 5.

Figura 4 - Mapas representativos do perfil proteico de graos de quatro cultivares brasileiras de
feijdo-caupi (Vigna unguiculata).
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(A) BRS Aracé, (I) BRS Itaim, (P) BRS Pajet e (X) BRS Xiquexique. 250 pg de proteinas foram separados
usando tiras de IEF linear de 13 cm, pH 4-7 IPG para a primeira dimens3o e géis de SDS-PAGE de 125 g L™! para

a segunda dimensao. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue G-250.

Foram realizadas duas andlises de correspondéncia (Tabela 1), o gel com maior nimero

de spots, para cada categoria de correspondéncia, foi utilizado como gel de referéncia. A

primeira avaliagdo, por cultivar (realizado entre trés géis da mesma cultivar) apresentou % de

spots detectados superiores a 95%, representando semelhangas entre as repeticoes, da mesma

forma, o coeficiente de correlacdo de Pearson (r) variou entre 0,95 e 0,99 e os coeficientes de

variacao inferior a 3,28%. No segundo pareamento, comparando todas as doze amostras, a %

de spots detectados superiores a 95%, também representou similaridade entre os perfis de
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proteina de graos de quatro cultivares, assim como o coeficiente de correlacdo de Pearson (r)
variou entre 0,95 e 0,98.

Dados como % de spots detectados e coeficiente de correlacdo de Pearson observados
na Tabela 1 mostram fortes semelhancas entre os perfis de proteinas, entre as mesmas cultivares
e entre todas as amostras, e o gel de referéncia. Dessa forma, essas réplicas apresentaram alta
homogeneidade e repetibilidade admissivel na andlise 2-DE, bem como observado entre as
cultivares de feijao por Rossi et al. (2017).

Embora tenha sido observada uma forte correspondéncia entre os géis na Tabela 1
(acima de 90% de correspondéncia entre os spots detectados) ao analisar a porcentagem de
volume de cada spot por meio do PCA, verifica-se que ha diferenga entre as cultivares.

O PCA foi usado para reduzir as dimensdes de quase 300 spots (varidveis originais) com
perda minima de informacdo. Essa transformacao realizada nos dados os organizou de forma
que o primeiro componente seja responsavel pela maior variagdo possivel, pois o segundo
componente apresenta a segunda maior variabilidade (HONGYU; SANDANIELO;
OLIVEIRA JUNIOR, 2015; JACOBSEN et al., 2007). A reducao da complexidade dos dados
promove uma melhor observagao das possiveis conexdes entre as variaveis. Estudos anteriores
também mostraram que pode haver variagdes nas fracOes proteicas entre diferentes cultivares

(OLIVEIRA et al., 2004; TEKA et al., 2020; VASCONCELOS et al., 2010).



Tabela 1 - Dados de niimero de spots detectados e correspondéncia de spots em géis de 2-DE de quatro cultivares de feijao-caupi (Vigna
unguiculata). Em negrito, os géis referéncia (com maior nimero de spots) em cada categoria de correspondéncia.

Spots

Correspondéncia por cultivar

Correspondéncia com gel referéncia

Spots correspondentes (%

Spots correspondentes (%

Cultivar Amostra detectados Média +£ DP detectado) Inclinagao r detectado) Inclinagdo r
Al 488 474 (97%) 0,882 0,979 475 (97%) 0,882 0,979
Aracé A2 503 501 +13 478 (95%) 0,99 0,988 478 (95%) 0,99 0,988
A3 513 495 (96%) Gel Referéncia 499 (97%) Gel Referéncia
P1 446 438 (98%) 0,992 0,993 438 (98%) 0,924 0,969
Pajen P2 456 451+5 437 (96%) Gel Referéncia 437 (96%) 0,932 0,964
P3 452 440 (97%) 1,09 0,983 444 (98%) 1,03 0,95
I 500 488 (98%) Gel Referéncia 490 (98%) 0,937 0,959
Itaim ) 470 488 £ 16 452 (96%) 1,04 0,958 453 (96%) 0,997 0,957
13 495 487 (98%) 0,985 0,983 489 (99%) 0,92 0,964
X1 491 478 (97%) 1,03 0,984 481 (98%) 1,08 0,979
Xiquexique X2 495 496 + 6 481 (97%) 0,93 0,989 483 (98%) 0,965 0,982
X3 502 493 (98%) Gel Referéncia 496 (99%) 1,05 0,973

DP: Desvio padrdo; r: Coeficiente de correlag@o.



Para PCA, foram considerados apenas os spots presentes em todos os 12 géis, assim,
297 spots foram analisados quanto a porcentagem de volume (% vol). Dos 12 componentes
principais (CP) gerados, os 5 primeiros respondem por 72,73% da variacdo total dos dados, e
os dois primeiros componentes mostrados na Figura 5 representaram 40,67% destes, 22,61%
estdo alocados em CP1 e 18,06%, em PC2, percentuais estes semelhantes aos encontrados em
comparagdes protedmicas de feijdo comum (Phaseolus vulgaris) por Balsamo et al., (2015)
onde PC1 + PC2 corresponderam a 43,37% da variagao total dos dados e Valentim-Neto et al.,
(2016) onde os dois primeiros componentes principais corresponderam a 46,8% da variagdo
total dos dados. H4 um agrupamento claro por cultivares (Figura 5). As cultivares BRS Aracé
e BRS Xiquexique foram separadas por PC1 das cultivares BRS Itaim e BRS Pajeti, além disso,
ha uma clara separagao entre BRS Pajeu e BRS Itaim em PC2. As quatro cultivares de feijao-
caupi foram plantadas lado a lado para anélise de proteinas dos graos, entdo essas diferencas
entre os perfis de proteina de graos dessas cultivares de feijdo-caupi ocorrem devido a fatores
genéticos (PULLAIAHGARI et al., 2019; THIELLEMENT; ZIVY; PLOMION, 2002). Além
disso, a sequéncia primadria de proteinas também interfere em sua posi¢do em géis 2D, assim,
alguns spots em géis 2D podem ser considerados marcadores genéticos ou fisioldgicos (HE et

al.,2015; PULLAIAHGARI et al., 2019).

Figura 5 - Grafico de PCA de 297 spots correspondentes em 12 géis 2DE de graos de 04
cultivares de feijao-caupi (Vigna unguiculata): (A) Aracé, (P) Pajeu, (X) Xiquexique e (I)
Itaim. Nimeros 1, 2 e 3 referem-se as triplicatas dos géis de cada cultivar.
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4 CONCLUSOES

Foi demonstrado que o 2-DE foi eficiente para separar as proteinas do feijdo-caupi, permitindo
visualizar alta homogeneidade entre os perfis proteicos dos graos dessas quatro cultivares
brasileiras avaliadas. A PCA indicou que ha diferenca entre a abundancia de proteina entre as
cultivares, o que permite que essa técnica seja utilizada como marcador genético. Tendo em
vista o significativo teor proteico presente em graos de feijdo-caupi e a ascensdo de fontes
proteicas diversificadas, estudos como este fornecem informacdes relevantes para programas
de melhoramento relacionados ao acumulo de proteinas em Vigna unguiculata, bem como para

a seguranca alimentar.
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CAPITULO 3

*Informacdes contidas neste capitulo estdo publicadas no artigo:

Sinergismo e bioacessibilidade fendlica durante a codigestio in vitro de feijao-caupi
cozido com suco de laranja

Autores: Tuany Camila HONAISER; Stefany Grutzmann ARCARI; Keli Cristina FABIANE;
Maurisrael de Moura ROCHA; Isabela Maia Toaldo FEDRIGO; Ana Carolina Maisonnave

ARISL
Revista: International Journal of Food Science & Technology
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Resumo

Feijao e sucos de frutas formam uma combinagdo de refei¢des muito comum em todo o mundo
e devem ser acessiveis a todas as populacdes no ambito das metas de desenvolvimento
sustentavel da OMS. Como os polifendis podem contribuir para a satde, a bioacessibilidade
dos compostos fenolicos do feijao-caupi (Vigna unguiculata) e do suco de laranja (Citrus
sinensis) foi determinada por meio de simulagdo gastrointestinal. Teve-se por objetivo avaliar
a bioacessibilidade de polifenois e possiveis sinergismos durante a codigestao in vitro desses
dois alimentos, mimetizando uma refeicdo comum em uma abordagem mais representativa na
pesquisa de polifenodis-nutricdo. Um total de 20 compostos fendlicos foram identificados em
amostras por CLAE-DAD antes e apos a digestdo in vitro. Acido gélico, (-)-epicatequina e
acido clorogénico foram os polifendis mais bioacessiveis. O cozimento € a extragdo com
solvente do feijao-caupi afetaram suas concentracdes de polifendis. Apds a digestdo, os indices
de bioacessibilidade (IB) foram cada vez maiores para o feijao-caupi (136,11%) e feijdo-caupi
cozido (744,74%) quando comparados ao suco de laranja (31,87%), indicando que o tratamento
térmico melhorou a bioacessibilidade dos fenolicos do feijao-caupi. A capacidade antioxidante
variou bastante, mas foi maior na fase intestinal para o feijdo-caupi cozido ¢ amostra de
codigestdo, e interacdes sinérgicas polifenol-polifenol ou polifenol-proteina podem ter
contribuido para esse efeito, particularmente, nessas amostras. A combinagao de suco de laranja
com feijao-caupi cozido digerido simultaneamente promoveu maior teor de alguns fenolicos
bioacessiveis do que essas amostras isoladas. O aumento de fenolicos com propriedades
antioxidantes provenientes de interagdes entre polifenois bioacessiveis de um suco de frutas e
feijdo-caupi na fase final da simulagdo gastrointestinal fornece base cientifica para aplicagao de
codigestdo em estudos futuros relacionados a satde.

1 INTRODUCAO

Os compostos fenolicos sdo metabodlitos secundérios sintetizados em plantas. Eles sdo
caracterizados pelos grupos hidroxila nos anéis aromaticos e categorizados em diferentes
classes de acordo com sua diversidade estrutural como fendis simples, acidos fendlicos,
flavonodides, xantonas, estilbenos e lignanas (VUOLO; LIMA; MAROSTICA JUNIOR, 2019).
O conteudo fendlico dos alimentos vegetais pode variar de acordo com fatores como género,
espécie, cultivares, estagio de desenvolvimento, além de elementos ambientais e agrondmicos
como temperatura, solo, umidade, radiacdo UV e insetos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007,
NEUGART et al., 2018). Nas plantas, eles estdo envolvidos em varias atividades biologicas,
como germinagdo de sementes, em mecanismos de defesa sob condi¢des de estresse como seca,
infec¢do patogénica ou salinidade e contribuem para a estabilidade oxidativa, cor e sabor dos
alimentos vegetais (ALBERGARIA; OLIVEIRA; ALBUQUERQUE, 2020; CHEYNIER,
2012; KOLTON et al., 2022; TANASE; BUJOR; POPA, 2019).

Em humanos, a ingestdo de compostos fenolicos estd relacionada a beneficios a saude,
como efeitos protetores contra cancer e doengas cardiovasculares, propriedades antioxidantes,

anti-inflamatorias e anti-hipertensivas (MARTINS; BARROS; FERREIRA, 2016; SHAHIDI;
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AMBIGAIPALAN, 2015; SINGH et al., 2017a, 2017b). No entanto, os beneficios para a saude
derivados dos polifenois dietéticos dependem de sua bioacessibilidade, ou seja, a extensdo em
que o composto ingerido ¢ liberado de sua matriz alimentar e fica disponivel para absor¢ao no
intestino (MCCLEMENTS; LI; XIAO, 2015). Sendo afetado pela acdo enzimatica durante as
fases de digestdo, processamento térmico e interagdes da matriz alimentar (BARBA et al., 2017,
LAFARGA et al., 2019, LINDEMANN et al., 2021; NAIR; AUGUSTINE, 2018; NDERITU
et al., 2013). Geralmente, uma pequena por¢do dos compostos fenolicos esta disponivel para
absor¢ao no intestino, apesar da alta quantidade desses constituintes na matéria-prima,
reforcando a importancia dos estudos de digestdo e bioacessibilidade (LINDEMANN et al.,
2021).

O suco de laranja é comumente consumido em todo o mundo, principalmente durante
as refei¢oes (LIU; HEYING; TANUMIHARDIJO, 2012). Além do bom sabor ¢ aroma citrico,
o suco de laranja tem sido reconhecido como fonte de energia e nutrientes promovendo
beneficios a saude por conter compostos bioativos como flavonodides (GIL-IZQUIERDO et al.,
2001; KELEBEK; CANBAS; SELLI, 2008; KHAN; ZILL-E-HUMA; DANGLES, 2014).
Outro constituinte comum nas refeicdes sdo as leguminosas como o feijdo-caupi (Vigna
unguiculata) amplamente consumido na Africa, América Latina e Asia (GONCALVES et al.,
2016; PHILLIPS et al., 2003). Este grao ¢ rico em proteinas, amido e fibras, sendo uma boa
fonte de 4acidos fendlicos, flavonoides, antocianinas e proantocianidinas (CAI
HETTIARACHCHY; JALALUDDIN, 2003; MOREIRA-ARAUIJO et al., 2018; NDERITU et
al.,2013; TEKA et al., 2020).

Em todo o mundo, considera-se que uma refei¢ao saudavel € composta por um alimento
fonte de proteina, graos e vegetais, e muitas vezes ¢ acompanhada de uma bebida de frutas.
Sabe-se que as interagdes entre nutrientes e outros constituintes dos alimentos podem melhorar
os potenciais beneficios a saide quando comparados apenas as suas a¢des individuais devido a
sinergia alimentar (JACOBS; GROSS; TAPSELL, 2009). Isso ¢ bem conhecido pela absor¢ao
de ferro na presenca de vitamina C, por exemplo. As interagdes complexas da matriz alimentar
ocorrem normalmente durante a digestdo gastrointestinal, in vivo e in vitro, afetando a
bioacessibilidade e, portanto, a biodisponibilidade dos compostos alimentares. Essas interagdes
podem atuar em polifendis que podem ter suas estruturas quimicas, ligantes ionizaveis e estado
de polimerizacao afetados por variagdes nas condi¢des acido-basicas, atividade enzimatica e
sinergismo fendlico (ZEHFUS et al., 2021), como ocorre durante a estimulacao gastrointestinal.
O modelo de digestao in vitro tem se mostrado 1til para acessar a bioacessibilidade de polifenois

alimentares, como feijado-comum, por exemplo (ROSSI et al., 2022), embora existam poucas
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informacdes publicadas sobre o conteudo de compostos fendlicos no caso de codigestao,
particularmente de uma bebida de frutas com um alimento a base de proteinas. Neste trabalho,
fornecemos dados sobre sinergismo polifenolico e propriedades antioxidantes de polifendis de
suco de laranja e feijado-caupi nos eventos que precedem a absorcao intestinal usando o modelo
in vitro de codigestdo. Para melhor estudar a codigestdo in vitro dessas duas matrizes
alimentares complexas, também foram avaliados os efeitos do cozimento e da extragdo por

solvente em feijao-caupi.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 REAGENTES

Enzimas a-amilase de Aspergillus oryzae, pepsina de mucosa géstrica suina, pancreatina
de pancreas suino, ABTS [2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6- 4cido sulfonico)], Trolox
(acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetra-metilcroman-2-carboxilico), Folin-Ciocalteu e compostos
fendlicos padrao foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). Todos os
solventes cromatograficos usados para analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE) eram de grau CLAE.

2.2 AMOSTRAS

A cultivar de feijao-caupi (Vigna unguiculata), denominada BRS Aracé, foi fornecida
pela Embrapa Meio-Norte. Foi cultivada sob condig¢des irrigadas, no campo experimental da
Embrapa Meio-Norte, Teresina (Latitude: 5°5'21 " Sul, Longitude: 42°48 ' 6 " Oeste, Altitude:
87 metros), Piaui, Brasil. Frutos de laranja (Citrus sinensis), variedade Pera, foram obtidos no

mercado local de Sao Miguel do Oeste, Santa Catarina, Brasil.

2.3 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

O suco de laranja (SL) foi extraido usando uma madaquina extratora automatica
(Skymsen, Santa Catarina, Brasil). O feijao-caupi cru (FC) foi moido em moinho analitico
(IKA, Staufen, Alemanha). Amostras de feijao-caupi cozido (FZ) foram preparadas pesando
100 g de graos de feijao-caupi e cozidas em 500 mL de agua destilada, sem imersdo e pressao,

durante 45 min. Em seguida, os graos cozidos ainda quentes foram moidos com a agua do
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cozimento em moinho analitico. Todas as amostras foram preservadas em tubos plasticos a
-20°C até o momento das analises, onde foram analisados em temperatura ambiente (21 °C).
Para os experimentos de codigestao, suco de laranja mais feijao-caupi cozido (FZ+SL) foram
misturados na propor¢ao 1:1 (p/p) (de modo a representar uma refeicdo) e submetidos ao

procedimento de digestao in vitro.

2.4 CARACTERIZACAO DO SUCO DE LARANJA

O pH foi medido com um pHmetro (MS Tecnopon, Sao Paulo, Brasil); A acidez titulavel
(expressa em g de acido citrico/100 mL de suco) foi medida por titulagdo volumétrica com
NaOH 0,1 mol/L; Os solidos soluveis totais (°Brix) foram medidos usando um refratdmetro
digital (Atago, Sao Paulo, Brasil); O indice de maturidade foi calculado a partir da relagdo
°Brix/acidez segundo Kimball (1999), e o acido ascorbico foi determinado pela reagdo de

Tillmans (AOAC, 1990). Todas as medi¢des foram realizadas em triplicata.

2.5 DIGESTAO IN VITRO

A simulacdo gastrointestinal foi realizada utilizando o protocolo internacional
consensual descrito por Minekus et al. (2014). Os experimentos de codigestdo foram realizados
para feijdo-caupi mais suco de laranja usando o mesmo protocolo. A digestao do feijdo-caupi
cru, feijado-caupi cozido e feijao-caupi cozido mais suco de laranja ocorreu em trés fases, sendo
elas oral, géstrica e intestinal. De acordo com o protocolo internacional, quando uma amostra
liquida ¢ submetida a simulacdo gastrointestinal a fase oral ¢ opcional, portanto, neste estudo
as amostras de suco de laranja foram submetidas apenas as fases gastrica e intestinal.

As amostras foram pesadas (2,5 g para amostras individuais e 1,25 g de cada para a
amostra de codigestdo) em tubos de propileno e colocadas em banho-maria com agitagao
termostatica (Lucadema, Sdo Paulo, Brasil) a 37°C e 100 rpm. As fases de digestdo foram
realizadas sequencialmente adicionando fluidos de digestdo (salivar, géstrico e intestinal) e
alterando as condi¢des do meio. Para a fase oral, amostras solidas foram misturadas com fluido
salivar composto pela enzima o-amilase (75 U/mL) em pH 7,0, com proporc¢ao final de 50:50
(p/v). A fase oral foi realizada por 2 min. Em seguida, as amostras de digestdo foram submetidas
a fase gastrica adicionando as misturas orais o fluido géstrico (pH 3,0) composto por pepsina
(2000 U/mL) e CaCl, (0,075 mol/L). As amostras foram mantidas em banho termostatico por

2 h para completar a digestdo gastrica. Posteriormente, fluido intestinal contendo CaCl> (0,3
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mol/L) e pancreatina (800 U/mL) (pH 7,0) foi adicionado as amostras de digestdo que foram
novamente incubadas por 2 h (37 °C, 100 rpm).

Ao final de cada fase, tubos com amostras foram coletados, centrifugados a 3000g por
10 min e o sobrenadante foi retirado como amostra digerida da respectiva fase de digestao. As

amostras digeridas foram congeladas a -80°C.

2.6 EXTRACAO E DETERMINACAO DO CONTEUDO FENOLICO TOTAL

O extrato aquoso foi obtido de acordo com Lima et al. (2004) com modifica¢des. No
procedimento, 1 g de cada amostra moida (FC, FZ e FZ+SL) foi infundida em 5 mL de agua
destilada por 40 min a 40°C, em seguida as amostras foram centrifugadas a 3000g por 10 min,
o sobrenadante foi retirado como um extrato aquoso e o precipitado foi ressubmetido a mesma
extragdo inicial, de modo que o segundo sobrenadante foi combinado ao primeiro e armazenado
a -80°C, no escuro.

A extracdo com metanol foi realizada de acordo com Laparra, Glahn e Miller (2008),
para comparar o efeito dos solventes de extracdo, 2 g de cada amostra moida (FC, FZ e FZ+SL)
foram extraidas com 5 mL de metanol acidificado (HC1 1,0 M, 85:15, v/v) por 1 ha 21°C. Os
tubos contendo a mistura foram centrifugados a 3000g por 10 min. Em seguida, os
sobrenadantes foram colocados em frascos de vidro ambar e armazenados a -80°C.

O contetdo fendlico total (CFT) em extratos aquosos e metandlicos, amostras digeridas
e suco de laranja foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu descrito por Singleton e
Rossi (1965). O 4cido galico foi usado como padrao e os fendlicos totais foram expressos em

mg de equivalentes de acido galico em 100 g de amostra (mg GAE/100 mL).

2.7 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante (CA) das amostras foi medida pelo método ABTS de
sequestro de radicais livres e pelo método do poder antioxidante redutor férrico (FRAP).

O método ABTS foi determinado de acordo com Rufino et al. (2007) e Seraglio et al.
(2017), Trolox foi usado como padrao e os resultados foram expressos como uM Trolox em 1
g de amostra (uM trolox/g). O método FRAP foi realizado conforme descrito por Rufino et al.
(2006) e Seraglio et al. (2018), os resultados foram expressos em pumol de sulfato ferroso em 1

g de amostra (uM Fe(Il)/g), utilizando sulfato ferroso heptahidratado como padrao.
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2.8 INDICE DE BIOACESSIBILIDADE

O indice de bioacessibilidade (IB) foi utilizado para avaliar o efeito da digestao in vitro
na composi¢do fenolica das amostras. O IB foi calculado usando a Eq. 1 (ORTEGA et al.,
2011).

_4

IB (%) = 7 * 100 (1

A ¢ o conteudo fendlico ou capacidade antioxidante no final da fase intestinal € B € o conteudo

fenolico ou capacidade antioxidante antes da digestdo in vitro, no extrato aquoso.

2.9 AVALIACAO DE SINERGISMO

A avaliagdo do sinergismo por diferenca (ASD) no curso da codigestdo in vitro de feijao-
caupi cozido (FZ) e suco de laranja (SL) foi calculada usando a Eq. 2 (REBER; EGGETT;
PARKER, 2011) pela subtracdo da soma da capacidade antioxidante média ou a concentragao
média de compostos fendlicos das amostras individuais digeridas sozinhas da capacidade
antioxidante média ou da concentragdo média de compostos fendlicos resultantes da codigestao
das amostras (FZ+SL). O sinergismo também foi expresso em porcentagem de sinergismo

usando equagao 3 (% S).

ASD = (Combinacao FZ + SL) — (FZ individual + SL individual) (2)
% S = (Combinagdo FZ + SL) / (FZ individual + SL individual) x 100 3)

2.10 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR CLAE

A andlise cromatografica foi realizada em um cromatografo liquido Agilent (St. Clara,
CA, EUA) equipado com um sistema de bomba quaternaria (G1311C) e detector de arranjo de
diodos (DAD) (G1316A). A separagdo analitica foi realizada em pré-coluna (4,6 mm x 50 mm
X 5 pum) e coluna de fase reversa (4,6 mm x 250 mm x 5 um) Phenomenex (Torrance, CA,
EUA). O sistema foi controlado pelo software Agilent Lab Advisor. As amostras digeridas e o
extrato aquoso foram filtrados através de um filtro de membrana hidrofilica de tamanho de poro
de 0,2 pum, os extratos metanolicos foram filtrados através de um filtro de membrana
hidrofébica de tamanho de poro de 0,45 pm e 10 pL foram injetados diretamente no sistema

cromatografico. A fase movel consistiu em agua: acido acético (98:2 v/v) (A) e agua:
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acetonitrila: acido acético (58:40:2 v/v/v) (B), a vazao foi de 0,7 mL/ min. As eluigdes foram
realizadas utilizando o gradiente linear: 0—70% B em 55 min, 70-100% B em 15 min, e
retornando a 0% B por 10 min, para amostras com feijao-caupi. E para as amostras de suco de
laranja, as elui¢des foram realizadas usando o gradiente linear: 0-60% B em 55 min, 60—100%
B em 15 min, e retornando a 0% B por 10 min. A detecgdo foi realizada a 280 nm para acido
galico, (+)-catequina, tirosol, dcido 4-hidroxibenzoico, (-)-epicatequina, acido vanilico, adcido
siringico, taxifolina, naringenina, naringina ¢ hesperidina, 320 nm para acido clorogénico,
cafeico 4cido, 4cido p-cumarico, acido ferulico e apigenina e 360 nm para rutina, miricetina,
quercetina e kaempferol.

Os compostos fenolicos individuais foram identificados e quantificados por comparagao

dos picos dos analitos com suas respectivas curvas de calibragdo das solugdes padrao.

2.11 ESTATISTICA

O software utilizado foi o STATISTICA versao 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA).
Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de trés repetigdes. O fato da
amostra de codigestao conter 50% de suco e 50% de feijao-caupi foi levado em consideragao
nos calculos. Diferengas significativas (p < 0,05) entre os resultados foram determinadas por
andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para trés ou mais amostras ou teste t de Student

para duas amostras.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO DO SUCO DE LARANJA

As propriedades fisico-quimicas do suco de laranja sdo apresentadas na Tabela 1.
Parametros como pH, acidez, sélidos soluveis totais (SST) e indice de maturidade sdo
determinantes para o sabor e aceitabilidade dos sucos, bem como estdo relacionados com a
estabilidade dos compostos bioativos (JANZANTTI; MACHADO; MONTEIRO, 2011; KIM
et al., 2013). Além disso, a vitamina C ¢ considerada a principal contribuinte para o potencial
antioxidante dos sucos de laranja (SANCHEZ-MORENO et al., 2003). A composi¢ao
observada na amostra em estudo estd de acordo com estudos anteriores (BARROS;

FERREIRA; GENOVESE, 2012; MENNAH-GOVELA; BORNHORST, 2017; NIU ef al.,
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2008) e pequenas variagdes foram ocasionadas por influéncias de fatores intrinsecos e

ambientais (BARRY et al., 2003).

Tabela 1 - Caracterizagdo fisico-quimica de suco de laranja.

Sélidos
totais Indice de
pH Acidez® soliveis maturidade® Vitamina C¢
Sucode 5 es 001 0524000 10234005 19584005 29.94+2.11
laranja

Os valores sdo a média de trés determina¢des independentes + desvio padrdo. “Acidez (g 4cido citrico/100 mL);
YSST (°Brix); ‘Indice de maturidade (Brix/Acidez); ‘Vitamina C (mg de 4cido ascérbico/100 mL).

3.2 CONTEUDO FENOLICO TOTAL E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

O conteudo fendlico total (CFT) das amostras antes e ap6s cada fase da digestao in vitro
¢ mostrado na Tabela 2. A capacidade antioxidante (CA) foi medida pelos métodos ABTS e
FRAP e os resultados também sdo mostrados na Tabela 2. A digestao do suco de laranja sozinho
apresentou uma diminui¢cdo do conteudo polifenodlico durante o curso da digestdo in vitro,
resultando em um indice de bioacessibilidade de 31,87%. Isso € semelhante aos valores de 1B
relatados para a digestdo de laranja e outras frutas citricas (DE ANCOS et al., 2017; QUAN et
al., 2018). Observamos que o CFT diminuiu nesta amostra ao atingir o final da fase intestinal.
Isso ¢ normalmente esperado na digestao de polifendis, mas a extensdo desse decaimento, no
entanto, ¢ varidvel e depende da bioacessibilidade dos compostos polifenolicos em uma
determinada matriz alimentar. Outra razao para a diminui¢do do CFT na fase intestinal esta
relacionada a sensibilidade dos compostos polifenolicos em condi¢des de pH alcalino (QUAN
et al., 2018; RODRIGUEZ-ROQUE et al., 2013; SAURA-CALIXTO; SERRANO; GONI,
2007). A CA medida pelo FRAP também diminuiu, o que ¢ consistente com resultados obtidos
por De Ancos et al. (2017) e Mennah-Govela & Bornhorst (2017). Segundo Alves et al. (2017)
e Teka et al. (2020) existe uma associagao entre CFT, acido ascorbico e atividade antioxidante,
de modo que a diminui¢do do CFT apos a digestdo pode influenciar na diminui¢do da CA.

Leguminosas como feijao-caupi ndo sdo comumente consumidas cruas, pois contém
antinutrientes (VASCONCELOS et al., 2010), por isso ¢ importante investigar os efeitos do
cozimento sobre o contetido fendlico e atividade antioxidante. Os resultados da Tabela 2
mostram que o cozimento promoveu uma diminui¢do significativa dos valores de CFT, e para
ambos os solventes de extracdo. O mesmo efeito negativo foi observado na atividade

antioxidante (Tabela 2). Este efeito observado para o cozimento de amostras de feijdo-caupi
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esta de acordo com relatos anteriores (AVANZA et al., 2013; MTOLO; GERRANO;
MELLEM, 2017; YADAV et al., 2018). Espera-se que o processamento térmico possa causar
reacoes fisicas e quimicas de fenolicos, incluindo lixiviagdo de fenolicos soliiveis em agua e
degradacao, quebra e transformacao de compostos fendlicos, como reacdo de Maillard por
exemplo, ou geracdo de complexos com proteinas e carboidratos (MAGHSOUDLOU;
ASGHARI GHAJARI; TAVASOLI, 2019; XU; CHANG, 2008). Além disso, o cozimento
promove a gelatinizagao do amido presente no feijao-caupi, que ao ser analisado frio permitiu
a retrogradagdo desse amido, tornando-o resistente a digestdo e ocasionando o aprisionamento
de compostos fenolicos. Este fato, aliado a inibi¢do da enzima amilase por fenolicos presentes
na matriz alimentar, que também dificulta a digestdo do amido e posterior liberacdo de
conjugados amido-fendlicos (LINDEMANN et al., 2021; ALEIXANDRE e ROSELL, 2022)
corroboram com a reducao de CFT observada. A redugdo da bioacessibilidade de fendlicos no
feijdo-caupi cozido, por degradacdo, quebra e transformagdo, ou geragdo de complexos com
proteinas e carboidratos ocasionou a diminui¢des consistentes nos valores de CA medidos, que
pode estar relacionado com a associagdo entre CFT, acido ascorbico e atividade antioxidante,
de modo que a diminui¢do do CFT apos o cozimento ocasionou a diminui¢do da CA (ALVES
etal.,2017; TEKA et al., 2020).

O teor total de fenolicos citricos foi reduzido em 68,1% durante a passagem para a fase
intestinal. O mesmo ndo foi observado para as amostras de feijao-caupi onde os valores de CFT
e atividade antioxidante foram consistentemente aumentados das amostras ndo digeridas para
as amostras orais, gastricas e intestinais, independentemente da codigestao. Estudos anteriores
também relataram melhorias nos valores de CFT e CA apods simulacdo gastrointestinal
(HACHIBAMBA et al., 2013; MTOLO; GERRANO; MELLEM, 2017). Componentes da
matriz alimentar podem proporcionar estabilidade em diferentes condi¢des de pH durante o
processo de digestdo, e a acdo de enzimas e condi¢des de pH podem promover a hidrélise de
macromoléculas, permitindo a liberagdo de compostos fendlicos previamente conjugados a
essas macromoléculas, como proteinas e carboidratos, ou ainda liberagao de peptideos bioativos
com capacidade antioxidante (DANTAS et al., 2019; DUTRA et al., 2017; HACHIBAMBA et
al., 2013; MTOLO; GERRANO; MELLEM, 2017; THAKUR et al., 2020). Esse aumento no
CFT também pode ser influenciado pela formacao e liberacao de outros compostos redutores,
durante a digestdo, como peptideos e acido ascorbico, haja visto que o método de CFT ¢ uma
medida de capacidade redutora, e pode sofrer interferéncias de compostos que ndo sejam os

fenélicos (SANCHEZ-RANGEL et al., 2013).



Tabela 2 - Teor fenolico total (mg GAE/100mL ou g) e capacidade antioxidante de suco de laranja, feijao-caupi cru, feijao-caupi cozido e feijao-

caupi cozido + suco de laranja antes e apds cada fase da digestdo in vitro.

CFT
Amostra Fase da digestdo (mg GAE/100mL or g) IB (%) ABTS FRAP

Suco de laranja Antes 100,95%8 + 2,47 3,41+ 0,00 7,55*B+0,71
Géstrica 46,95°C+ 2,44 31,87° 1,748+ 0,07 4,00+ 1,01

Intestinal 32,17°C+ 0,42 4,54C+ 0,12  1,58<C+0,01
Feijao-caupi cru Antes (extrato aquoso) 136,769+ 5,35 9,90%+ 0,54 12,88*A+ 0,02
Aﬂ?ﬁ;ﬁg’l‘ﬁ;" 70,42+ 6,27 5.82+ 039 5,599+ 099

Oral 220,06 + 0,33 136,11 (g3bas 028 676+ 0,06

Gastrica 200,08 + 4,88 2,55°4+0,18 8,08°A+ 0,74

Intestinal 186,144+ 11,15 6,93%C+ 1,14 9,922+ 0,15

Feijao-caupi cozido  Antes (extrato aquoso) 1721+ 2,11 2,59°€+ 0,48  2,99°°+ 0,01
Antes (extrato 12,32+ 2,92 2,131 0,02 148D+ 0,00

metanolico)

Oral 17,62+ 1,43 TA4TAT 5 abBy 001 1,37+ 0,02

Géstrica 41,62°€ + 6,45 1,90°B+ 0,00 1,47°C+ 0,06

Intestinal 128,183+ 2,86 14,904+ 1,37 5,288+ 0,01

Feijao-caupi cozido +  Antes (extrato aquoso) 71,()9CC +3,04 1,34dD +0,57 8,33aB + 1,00
suco de laranja AIE‘[;Z ég)ﬁt(fg;o 39,799+ 1,27 2,78°C+£0,10  7,02°B+ 1,08
Oral 39,449 1 0,70 273,79%  210B 0,03 4,38+ 0,03

Gastrica 107,33%B+ 8,42 0,81 £0,16 7,26®8+0,16

Intestinal 194,64% + 6,87 12,798 +2,27  4,70°8+ 0,11

IB: Indice de bioacessibilidade. Os valores sdo a média de trés determinagdes independentes + desvio padrdo. Diferentes letras mintisculas representam diferenga significativa
entre amostras ndo digeridas, fases oral, gastrica e intestinal para uma mesma amostra. Letras maiusculas diferentes representam diferenga significativa entre as amostras para
cada fase de digestdo ou para amostras ndo digeridas. Para o IB, letras maitisculas diferentes representam diferenga estatistica significativa entre as amostras. (teste de Tukey.

p<0,05).



Considerando a capacidade antioxidante, observamos que ndao houve uma tendéncia
particular em aumentar ou diminuir seus valores em suco, feijao-caupi cru e cozido ou amostras
de codigestao. Os valores de CA foram principalmente variaveis entre as fases de digestao e
matrizes alimentares, mas foram visivelmente maiores na fase intestinal para a amostra de
codigestdo (12,79 uM trolox/g) e a amostra de feijao-caupi cozido (14,90 uM trolox/g). Embora
haja uma correlacdo entre a capacidade antioxidante, teor de fenolicos totais e acido ascorbico,
¢ importante ressaltar que as medidas de CA ndo representam uma mera soma dos potenciais
antioxidantes de compostos isolados, mas também consideram suas interacdes sinérgicas
(PELLEGRINI et al., 2003). De fato, isso poderia explicar a discrepancia nos valores de CA
observados, e também os altos aumentos observados nessas duas amostras em particular, uma
submetida ao aquecimento e a outra a codigestdo com um suco de fruta rico em vitamina C e
fenolicos. Esta seria a primeira evidéncia de interacdes sinérgicas observadas nestas amostras
e que poderiam ser eliciadas mais provavelmente a partir de interagdes polifenol-polifenol,
polifenol-proteina ou ainda proteina-carboidrato através da rea¢do de Maillard.

O feijdo-caupi ¢ uma matriz alimentar rica em proteinas e carboidratos complexos,
considerando os resultados, descobriu-se que essas macromoléculas estdo interferindo na
bioacessibilidade dos polifenois do feijao-caupi, principalmente durante as fases de simulagao
gastrointestinal. Por exemplo, ao considerar a passagem da fase oral para a fase final da
digestdo, os aumentos obtidos no teor de fenolicos totais foram de 627% para a digestao do
feijdo-caupi cozido e de 393% para as amostras de codigestdo. Os ganhos no teor de polifendis
foram mais pronunciados no caso de amostras de feijdo-caupi cozido. Ao considerar apenas as
amostras aquosas, na ultima fase da digestao os valores de CFT aumentaram 644% para as
amostras de feijao-caupi cozido e 173% para as amostras de codigestao. Para o feijado-caupi cru,
o aumento foi de apenas 36%, o que sugere que o tratamento térmico em amostras cozidas
contribuiu para interagdes proteinas-fenolicos e amido-fenolicos. Zeng et al. (2020) relataram
que a gelatinizacao do amido promovida pelo cozimento, aliada a digestao, promove a liberagao
do complexo amido-fendlicos, resultando em aumento de CFT, bem como atividade
antioxidante, fator esse ndo observado antes da digestdo. O calor também modifica as estruturas
compactas do grdo, o que favorece o acesso das proteases as proteinas, promovendo a libera¢ao
de compostos fenolicos conjugados (SANGSUKIAM E DUANGMAL, 2022).

As mudangas observadas para os fenodlicos citricos e de feijao-caupi durante a digestao,
ou seja, as mudancgas em suas concentragdes quando submetidas a diferentes condi¢des de meio
nas fases oral, gastrica e intestinal, foram refletidas pelos indices de bioacessibilidade das

amostras, que foram cada vez mais elevados para amostras de feijao-caupi e feijao-caupi cozido
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quando comparado com a amostra de suco de laranja sozinho (31,87%). O valor de IB para
feijdo-caupi cozido (744,74%) e feijado-caupi cozido + suco de laranja (273,79%) foi
pronunciadamente superior ao da amostra crua (136,11%), indicando que o tratamento térmico
afetou positivamente a bioacessibilidade dos fenolicos do feijdo-caupi. Levando em
considerag¢do a amostra de codigestdo, os resultados mostraram que o IB foi bastante diminuido
em comparagdo com a amostra de feijdo-caupi cozido. Ao contrario dessa constatagdo, seria de
se esperar o contrario no caso de codigestdo com suco de laranja, um suco de fruta rico em
fenolicos. Ao estudar a digestdo do feijdo-caupi, foi relatado anteriormente que os complexos
fenolico-peptideo sdo formados durante a digestdo no intestino superior do feijdo-caupi
processado (APEA-BAH et al., 2021). Isso poderia explicar a reducdo do valor de IB para a
amostra de codigestdo, mesmo na presenga de uma quantidade praticamente maior de polifenois
(FZ+SL). Entretanto ao avaliar o teor de CFT em cada fase de digestdo da amostra codigerida
e levar em conta que a amostra possui 50% do teor de feijado-caupi existente na amostra de
feijdo-caupi cozido, bem como 50% do teor de suco de laranja existente na amostra, percebe-
se que ha um teor maior de compostos fenolicos na amostra FZ+SL, indicando sinergismo das
amostras. O que provavelmente tenha ocorrido em func¢do do pH do suco ter contribuido com
a reducdo do pH da fase géstrica, melhorando a atividade da pepsina, e promovendo maior
digestdo das proteinas, ocasionando maior liberagcdo de peptideos com capacidade redutora.

A partir do exposto, descobriu-se que ndo apenas os compostos fenolicos, mas também
as proteinas e o amido do feijdo-caupi estavam envolvidas nas interagdes dos componentes
alimentares durante a codigestdo in vitro, e que isso poderia levar a algum sinergismo entre os
fendlicos do suco de laranja e do feijao-caupi. Para entender melhor essas interagdes, avaliou-

se ainda mais os efeitos da digestao in vitro nos compostos fendlicos individuais das amostras.

3.3 QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS INDIVIDUAIS

Cromatogramas representativos de compostos polifendlicos identificados em 280 nm
em amostras ndo digeridas e amostras de codigestdo no final da fase intestinal sdo apresentados

na Figura 1.
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Figura 1 - Cromatograma CLAE-DAD representativo de suco de laranja ndo digerido (A),
feijdo-caupi cozido nao digerido (B), amostra de codigestdo nao digerida (FZ+SL) (C) e
amostra de codigestdo no final da fase intestinal (D). A detec¢do foi realizada a 280nm.
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3.3.1 Efeitos da extraciio e cozimento na composicio fenolica

Os efeitos dos solventes de extracao (dgua e metanol acidificado) e do cozimento sobre
os fenodlicos individuais podem ser comparados na Tabela 3. Observamos que o tipo ¢ a
polaridade do solvente foram determinantes para a extra¢do de polifendis nas amostras e que o
feijdo-caupi continha mais compostos polares do que os compostos apolares, uma vez que uma
maior quantidade de compostos fenolicos foi detectada nos extratos aquosos. Metrouh-amir,
Duarte e Maiza (2015) também observaram que a polaridade do solvente afeta o rendimento de
compostos fenolicos e de acordo com Herrera-Pool et al. (2021) solventes de alta polaridade

costumam ser mais eficazes para a recuperagdo desses compostos.

Tabela 3 - Composicao fenolica do feijao-caupi antes e apos o cozimento extraido por
solventes aquosos e metandlicos acidificados.

Feijao-caupi cru Feijdo-caupi cozido

Compostos Extrato Extrato Extrato Extrato
(mg/100g) aquoso metandlico aquoso metandlico
/fci{los fendlicos
ni dr/(?;ggnt()ico 43344002 4,96 +023 0418+£0,00 0,878 +0,01
Acido galico 14,844 £3.41 3,51 +£0,02 4,288+£0,02 2,80°®+0,03
Acido siringico 4,79+ 0,20  4,92*4+0,08 nd 1,548 +£ 0,02
Acido vanilico 2,354 +£0,15 1,85*2+0,05 0,13°®+0,00 0,41?B+0,00
Acido cafeico 8,69°4+£0,34 584" +0,07 2,8298+0,03 1,868 +0,00
Acido clorogénico  9,84°A+0,42 9,12°2+0,34 2,13"®+£0,03 2,42B+0,14
Acido fertilico 1,96 £ 0,07 1,53°4+0,08 0,69°B+£0,03 0,34*B+0,01
Acido p-cumarico 3,700+ 0,12 2,42°4 £ 0,05 nd 1,228+ 0,00
Flavondides
(-)-epicatequina 23,7284+ 0,03 4,82°2+0,03 4,658+0,15 2,07°B+0,03
(+)-catequina 2,42°+0,18 6,774+ 0,05 nd 0,408 + 0,05
Apigenina nd nd nd nd
Hesperidina nd nd nd nd
Kaempferol nd nd nd nd
Miricetina 7,388 +£0,01 3,57°2A+£0,02 7,60*A+0,03 3,16°®+0,01
Naringenina nd 0,278+£0,00 0,722+0,15 0,362+ 0,00
Naringina nd nd nd 4,09+0,14
Quercetina nd nd nd nd
Rutina 6,114 +£0,08 4,50+ 0,11 1,448 +£ 0,03 nd
Taxifolina 1,754 £0,03  0,80'B+0,01  0,92*3+0,03 0,56 £ 0,00
Tirosol nd 1,10 + 0,06 0,63 + 0,02 nd

nd: ndo detectado. Os valores sdo a média de duas determinagdes independentes + desvio padrdo. Letras
minusculas diferentes representam diferencga significativa entre os solventes de extragdo para uma mesma amostra.
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Letras maiusculas diferentes representam diferenca significativa entre as amostras para um mesmo solvente de
extracdo (teste t de Student. p<0,05).

As leguminosas nao sdao consumidas cruas devido aos seus fatores antinutricionais,
como taninos, acido fitico e oligossacarideos causadores de flatuléncia que afetam
negativamente a digestdo (KHATTAB; ARNTFIELD, 2009). O cozimento ¢ um processo
comum usado para reduzir esses fatores (VASHISHTH et al., 2021), mas pode afetar outros
compostos, como os polifendis, como pode ser visto na Tabela 3. A analise cromatografica
revelou que, exceto para miricetina e naringenina, as concentragdes de todos os outros
compostos fendlicos foram impactadas negativamente pelo cozimento para extratos aquosos €
metanolicos. Diminui¢des nas concentragdes de polifendis apds o cozimento também foram
observadas para a mesma cultivar de feijdo-caupi por Barros ef al. (2017) e Barros et al. (2021).
Giusti et al. (2019) relataram diferentes niveis de compostos fendlicos em leguminosas apds o
cozimento, mas em geral observou-se uma forte redu¢do em suas concentragdes apds o
tratamento térmico. O mesmo foi relatado para polifendis em feijdo comum (HACHIBAMBA
et al., 2013; LOPEZ et al., 2013). Esse desempenho pode estar relacionado com a destrui¢io
dos compostos, interagdes quimicas com outras substancias da matriz ou lixiviagdo de fenodlicos
hidrossoltveis na dgua de cozimento (LOPEZ-MARTfNEZ et al., 2017, SURH; KOH, 2014;
VOLF et al., 2014; WALTER et al., 2013); no entanto, apds a digestdo gastrointestinal pode

haver maiores liberagdes desses compostos ou interagdes sinérgicas entre eles.

3.3.2 Efeitos da digestao in vitro na composi¢ao fendlica

As mudangas nas concentragdes de compostos fendlicos individuais nas amostras antes
e apos a digestdo in vitro sdo apresentadas na Tabela 4. As diferencas foram observadas para
amostras de suco de laranja e feijio-caupi. Acido galico, hesperidina e quercetina foram os
principais compostos fendlicos detectados no suco de laranja apds a digestdo. A amostra de
suco de laranja apresentou reducao na detec¢ao da maioria dos compostos fendlicos ao final da
fase gastrica, exceto p-cumarico e quercetina, bem como na fase intestinal, com exce¢do dos
acidos galico e clorogénico, (-)-epicatequina e quercetina. Acido siringico, rutina e taxifolina
nao foram detectados no suco de laranja, mas puderam ser quantificados apos digestao gastrica
e intestinal, enquanto &cido vanilico, fertlico e p-cumérico, (+)-catequina, apigenina,
kaempferol, miricetina, naringenina, naringenina e tirosol foram quantificados em suco de
laranja, mas ndo detectados apos a digestao. A redu¢do de compostos fenolicos apos a fase

gastrica também foi observada em um mix de suco de frutas (kiwi, laranja e abacaxi) submetido
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a digestao in vitro por Rodriguez-Roque et al. (2013). Nossos resultados também concordam
com Pefa-Vazquez et al. (2022) que relataram uma redugdo de 25% na bioacessibilidade de
fenodlicos em suco de laranja doce, bem como a presenga de hesperidina como principal
composto antes e ap0ds a digestdo. Koehnlein et al. (2016) sugeriram que os compostos fenolicos
sdo protegidos contra a agdo enzimatica e alteragdo do pH durante a digestao pela matriz solida
e complexa, e em liquidos essa prote¢do nao ocorre. A diminui¢do de hesperidina e naringina
apos a digestdo pode ocorrer pelas condigdes alcalinas causando sua conversao em chalconas
(SUN et al., 2019).

No feijao-caupi cozido, observamos menor deteccdo de polifendis apenas na fase oral e
aumento da detec¢do da maioria dos compostos apos as fases gastrica e intestinal. Os acidos
galico, cafeico e clorogénico e a miricetina foram os compostos mais significativos
identificados antes e apds a digestdo do feijdo-caupi cozido. O 4cido 4-hidroxibenzoico e o
acido vanilico apresentaram incrementos em suas concentragcdes desde o inicio da digestdo
gastrointestinal. Naringenina, rutina e tirosol foram quantificados no extrato aquoso do feijao-
caupi cozido, mas ndo foram detectados apds a digestdo, enquanto o acido siringico, acido p-
cumarico e (+)-catequina foram quantificados apenas nas fases de digestdo. Os flavondides do
feijdo-caupi cozido foram identificados em maior teor apos as fases gastrica e intestinal; no
entanto, nao ultrapassaram os niveis de pré-digestdo. As concentracdes de acidos fenolicos,
com excecao do acido ferulico, foram muito maiores na fase intestinal quando comparadas a
amostra ndo digerida, destacando-se os indices de bioacessibilidade acima de 200% para esses

compostos, a saber: 4-hidroxibenzdico, galico, siringico, vanilico e p -4cidos cumaricos.



Tabela 4 - Composi¢ao fendlica de suco de laranja, feijao-caupi cozido e combinagdo feijao-caupi + suco de laranja antes e apods diferentes fases da digestao

in vitro.
C(;r;lﬁ()osgcg)i Suco de laranja Feijao-caupi cozido Feijao-caupi cozido + suco de laranja
. . 1B Antes . . 1B Antes . . 1B
Antes Gastrica Intestinal (%) (extrato Oral Gastrica Intestinal (%) (extrato Oral Gastrica Intestinal (%)
aquoso) aquoso)
Acidos fendlicos
hidﬁ)cgiioei;éic 0,15% £ 0,03 nd 0,052+ 0,00 33,3¢ 0,41°2£0,00 0,65*+0,05 0,85°2+0,05 1,614£0,57 392,74 1,36**+£0,02 0,66°*+0,20 1,71*4£0,24 1,654+0,0 121,38
Acido galico  0,51°¢£0,01 0,31<€+0,01 2,068+0,03 403,34 4,28°8+0,02 1,59%+0,05 2,37°B+£031 15644+£4,0 3654 6,544+£0,08 2,20°4+0,13 6,08°4+0,58 14,184 +336 215,6C
Acido siringico nd 0,18°€+0,01 0,213+ 0,00 - nd 0,92°4+ 0,05 0,36B+0,01 2,1228+0,01 - 1,96°+£0,00 0,77°8+£0,05 0,77°4+£0,02 2,59*4+0,0 132,1
Acido vanilico 0,168 + 0,03 nd nd - 0,13B£0,00 0,30°2+£0,02 0,27°A+0,10 0,59°+0,00 453,8 0,30*4+0,02 0,27°3+£0,02 0,32*4+0,06 nd -
Acido cafeico  1,03C+0,00 0,28C+0,00 0,52°C+0,00 50,5 2,828+0,03 0,788 +0,04 1,34B+0,08 2,64B+0,00 93,64 6,084+0,06 1,07%4+0,05 1,574+0,01 4,19%A+0,05 68,98
cloﬁ)z(éir?ico 0,27°¢+0,03 0,13°+0,00 0,35°€+0,03 129,68 2,13*B+0,03 1,56°*+0,10 1,94°B+£0,10 3,56°®*+£0,07 167,1* 6,980,220 1,8294+0,34 3,92°4+0,01 534"4+£0,08 76,5¢
Acido fertlico 0,28 +0,09 0,07°C 0,00 nd - 0,694+ 0,03 0,23°A£0,02 0,21°2£0,00 0,17®+£0,00 24,68 0,13<+£0,01 0,23°2+0,03 0,36*4+0,03 0,41*2+£0,05 31547
clit%ac]zorllc);) 0,34°B+ 0,00 0,46°C + 0,00 nd - nd 0,43°8+ 0,02 0,758 +£0,08 1,73%8+0,00 - 3,8884+£0,00 0,5794+0,02 1,24°*£0,15 2,96"2+0,02 76,3
Flavondides
(-)-epicatequina 0,19°C + 0,04 nd 0,40+ 0,06 210,5% 4,658+0,15 1,2294+0,08 1,58®B+0,10 2,64®+034 56,88 7284+021 1,019+£0,17 2,40°4+0,40 4,20 +0,18 57,78
(+)-catequina  0,71*+0,03  0,24°C + 0,01 nd - nd 0,66" +£0,11 1,1284+0,15 0,91*+0,19 - nd 0,778 £ 0,09 0,868 +0,07 nd -
Apigenina 0,44 £ 0,00 nd nd - nd nd nd nd - nd nd nd nd -
Hesperidina ~ 11,58+0,47 6,31°8+£0,17 4,246+0,23 36,95 nd nd nd nd - 13,24+ 0,49 3,899+0,19 8,57°4+026 7,454+0,82 5644
Kaempferol 1,64 £0,01 nd nd - nd nd nd nd - nd nd nd nd -
Miricetina 2,438 £ 0,03 0,80°C + 0,00 nd - 7,60°A £0,03 0,708 £0,01 2,75%+£0,03 4,43"°8+0,02 58,3 nd 1,354 +£0,10 3,72Y2+£0,06 8,79%A +0,04 -
Naringenina 0,46 + 0,07 nd nd - 0,7238 £ 0,15 0,12°8+0,00 nd nd - 1,59*4£0,06 0,154+0,01 0,28°+0,00 nd -
Naringina 0,308+ 0,01 nd nd - nd 0,788 + 0,03 nd nd - 3,2804+0,27 0,90°4+0,03 1,99°+0,03 2,13>+0,13 64,9
Quercetina 0,75 £0,00 1,26*'®+0,01 1,31°B+0,06 174,74 nd 0,628 + 0,00 nd nd - 12,744 +£0,02 1,3794+£0,01 4,01°4+0,00 8,89*2+0,04 70,08
Rutina nd nd 0,11+0,03 - 1,44*4 £ 0,03 0,74 £ 0,05 nd nd - 1,022+ 0,09 0,54"B+0,1 0,50°+0,01 nd -
Taxifolina nd 0,10 £ 0,01 0,27°¢+ 0,00 - 0,92°4+0,03 0,3294+0,00 2,29%4+0,13 0,758 +£0,00 81,5% 3,75 +0,16 0,219¥+0,01 0,64C+£0,04 1,01°4+£0,03 26,95
Tirosol 0,14€+ 0,01 nd nd - 0,634 £+ 0,02 nd nd nd - 0,568 + 0,04 nd nd nd -
TOTAL 21304086 10,14+£022 9,52 + 0,44 26,42+0,52 11,62+0,65 1584+1,15 36,78 +5,20 70,64+ 1,73 17,78 +1,53 38,94+1,96 63,68 + 4,84

Os valores sdo a média de duas determinagdes independentes + desvio padrdo. Diferentes letras minusculas representam diferenga significativa entre as fases de digestdo de uma mesma amostra.
Letras maiusculas diferentes representam diferengas significativas entre as diferentes amostras para uma mesma fase da digestao ou IB (teste de Tukey. p<0,05). IB = indice de bioacessibilidade.
nd = ndo detectado.



Assim como o feijao-caupi cozido, a combinacdo de feijao-caupi cozido + suco de
laranja para codigestao resultou em menor detec¢do no teor da maioria dos flavonoéides e acidos
fendlicos na fase oral e maior identificagdo nas fases gastricas e intestinais. A naringenina ¢ a
rutina foram a exceg¢ao, apresentando concentracdes decrescentes ao longo de toda a digestao.
Narigenina e tirosol, assim como em outras amostras, foram quantificados nas amostras de
codigestdo antes do processo de digestdo, mas ndo puderam ser detectados apds a digestdo.
Mais uma vez, alguns acidos fendlicos apresentaram niveis mais elevados na fase intestinal do
que antes da digestdo, como os acidos 4-hidroxibenzodico, galico, siringico e fertlico e a
miricetina, este ultimo ndo foi detectado antes da digestdo. De acordo com Hachibamba et al.
(2013) e Koehnlein et al. (2016) a matriz alimentar pode apresentar um efeito protetor sobre os
compostos fendlicos através das condi¢des digestivas. Além disso, a hidrdlise de
macromoléculas e consequente liberagao de fendlicos pode ocorrer pela acdo de enzimas
presentes nos meios de digestdo e de acordo com as condi¢des de pH aplicadas (4cido e alcalino)
nas diferentes fases da digestdo in vitro. Os maiores valores de IB ao final da codigestido foram
obtidos para os fenolicos: acido fertlico (315,4%), acido gélico (215,6%), acido siringico
(132,1%) e acido 4-hidroxibenzoico (121,3%), dentre estes, apenas o acido siringico apresentou
maior IB na amostra co-digerida do que na amostra isolada. A baixa bioacessibilidade de outros
flavonoides, bem como a diminui¢ao do IB da amostra de codigestao em relagdo as matrizes
individuais, pode ser explicada pelas interagdes e complexos formados entre compostos
fenolicos e proteinas ou outras macromoléculas presentes nas amostras (APEA-BAH et al.,
2021; DIEZ-SANCHEZ; QUILES; HERNANDO, 2021). Particularmente para a hesperidina,
que ndo ocorre naturalmente no feijdo e ndo foi detectada em amostras de feijdo-caupi,
descobrimos que apds a codigestdo suas concentragdes aumentaram significativamente nas
fases gastrica e intestinal, elevando seu valor de IB até 52,8%. Isso implica que interagdes de
matriz ou sinergismo de compostos levaram a favorecer a bioacessibilidade deste polifenol.
Embora inferior, foi possivel verificar que a codigestdo de suco de laranja e feijdo-caupi
permitiu uma bioacessibilidade relevante para 13 dos 20 compostos fenolicos encontrados nas
amostras, revelando que o esquema de codigestao tem relevancia em estudos de nutri¢do-saude
quanto as substancias polifenolicas dos alimentos. A fim de ampliar a compreensdo dos efeitos
desta codigestao, avaliamos ainda os sinergismos por meio da atividade antioxidante, contetido

fendlico total e compostos fendlicos individuais.
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3.4 SINERGISMO

O célculo da diferenga entre os resultados de codigestao e digestdo de amostra Ginica em
relagdo a capacidade antioxidante, CFT e concentragdes fendlicas individuais foi realizado de

acordo com a eq. 2 e os resultados sao mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Sinergismo calculado pela diferenca e pela porcentagem dos valores médios de
atividade antioxidante, contetido fenolico total (CFT) e compostos fenolicos individuais para
avaliar sinergismo da codigestao de feijao-caupi cozido e suco de laranja em diferentes fases
da digestao in vitro.

Analise de sinergismo

Diferenga (mg/100g) Percentual
Oral Gastrica Intestinal Oral Gastrica Intestinal
ABTS -0,09 -2,83 -6,65 95,9 22,2 65,8
FRAP 3,01 1,79 -2,16 319,7 132,7 68,5
CFT 21,82 18,79 34,29 223,8 121,2 121,4
Acidos fenélicos
i dr‘zgggni'éico 0,01 0,86 -0,01 101,4 200,7 99,4
Acido galico 0,61 3,40 -3,63 138,2 226,9 79,5
Acido siringico -0,15 0,23 0,26 84,1 142,6 111,2
Acido vanilico -0,03 0,05 -0,59 90,4 117,7 0,0
Acido cafeico 0,29 -0,05 1,03 137,6 96,7 132,6
Acido clorogénico 0,26 1,85 1,43 116,6 189,4 136,6
Acido fertilico 0,00 0,08 0,24 99,4 129,1 241,2
Acido p-cumarico 0,14 0,03 1,23 1324 102,5 171,1
Flavondides
(-)-epicatequina -0,21 0,82 1,17 82,9 151,7 138.,5
(+)-catequina 0,11 -0,50 -0,91 116,2 63,1 0,0
Apigenina nd nd nd nd nd nd
Hesperidina 3,89 2,26 3,21 0,0* 135,8 175,7
Kaempferol nd nd nd nd nd nd
Miricetina 0,65 0,17 4,36 192,3 104,8 198,4
Naringenina 0,03 0,28 0,00 127,0 0,0%* 0,0
Naringina 0,12 1,99 2,13 114,9 0,0* 0,0*
Quercetina 0,75 2,75 7,58 221,5 318,3 678,6
Rutina -0,20 0,50 -0,11 73,6 0,0* 0,0
Taxifolina -0,11 -1,75 -0,01 66,0 26,9 99,0
Tirosol nd nd nd nd nd nd

*Compostos detectados apenas na amostra de codigestio, impossibilitando o calculo de percentual.
nd: ndo detectado. Obs.: Considerando que ndo houve digestdo oral da amostra de suco, os valores foram
considerados de zero nos calculos.
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A codigestao de feijao-caupi cozido e suco de laranja (FZ+SL) teve efeito positivo
durante o curso da digestdo nos valores de CFT, que pode ser observado pelas diferencas
calculadas positivas para todas as fases da digestao (21,82 fase oral, 18,79 fase gastrica ¢ 34,29
fase intestinal), bem como aumento pelos percentuais superiores a 100% (223,8 fase oral, 121,2
na fase gastrica e 121,4 na fase intestinal). Se o valor calculado for positivo, significa que a
concentragdo de fenodlicos totais, neste caso, foi maior para a amostra de codigestio em
comparagao a soma de CFT de feijdo-caupi e suco de laranja quando ambos foram digeridos
sozinhos. O mesmo se aplica a capacidade antioxidante e as concentragdes de compostos
fenolicos determinadas por CLAE-DAD. Nossos resultados revelaram que a codigestao das
amostras levou a interagdes ndo identificadas que causaram algum aumento nos niveis de
polifendis ao final da simulacdo gastrointestinal e ¢ aqui identificada como sinergismo, dado o
aumento da concentragdo total de compostos bioacessiveis. O mesmo nao foi observado no caso
da atividade antioxidante sequestrante de radicais livres (ABTS) que apresentou valores
negativos e abaixo de 100%. Por outro lado, houve sinergismo na atividade antioxidante
redutora férrica (FRAP) nas fases oral e gastrica durante a codigestao de feijdo-caupi e suco de
laranja. Além do proprio método antioxidante, esses resultados contraditorios podem ser
explicados pelo poder antioxidante especifico eliciado por um ou outro composto fendlico
dependendo de sua estrutura quimica, interagdes composto-composto e interferéncia
relacionada a matriz. Por esta razdo, as diferencas calculadas observadas para as concentracdes
de compostos polifenodlicos individuais presentes nas amostras sdo efetivamente importantes.
Conforme mostrado na Tabela 5, encontramos valores positivos indicando sinergismos para a
maioria dos compostos fendlicos quantificados nas amostras e ao longo das trés fases da
simulagdo gastrointestinal. As concentragdes aumentadas de fendlicos bioacessiveis individuais
contribuiram para o aumento do valor de CFT, conforme descrito acima.

As interacdes entre os compostos fendlicos e outros compostos nas matrizes de graos e
suco de laranja podem promover estabilidade frente as condi¢des de digestdo, além disso, apds
a combinag¢do, os complexos fendlicos podem ser quebrados e novas ligagdes podem ser
formadas aumentando o CFT (KOEHNLEIN et al., 2016). No entanto, segundo Sanchez-
Rangel et al. (2013) o protocolo de Folin-Ciocalteu ndo € especifico para fenolicos, pois outras
moléculas como agtcares redutores e acido ascorbico podem reduzir o reagente de Folin,
superestimando os resultados. Mais uma vez, o monitoramento e quantificacdo de compostos
individuais por CLAE foi essencial para elucidar esse impasse. Entre os 20 polifendis
analisados, foram observadas diferencgas positivas para os principais compostos como os acidos

clorogénico e p-cumarico, hesperidina, naringenina, naringina e quercetina que apresentaram
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sinergismo em todas as fases durante o processo de codigestdo. A quercetina, a miricetina e a
hesperidina foram em sua maioria bioacessiveis e exibiram o maior efeito positivo no final da
fase intestinal, enquanto o acido galico apresentou o maior efeito negativo. No total, das 60
interagdes (considerando 20 fendlicos em 03 fases de digestdo) 58 % das interacdes avaliadas
foram positivas e apresentaram percentual de sinergismo superior a 100% corroborando com o
aumento do CFT.

No entanto, embora a capacidade antioxidante (CA) por ambos os métodos ABTS e
FRAP tenham apresentado diferenga positiva na fase oral, ambos apresentaram diferengas
negativas na ultima fase da digestdo. Considerando o aumento de CFT e a diminui¢ao de CA
apos a combinagdo FZ+SL, ¢ possivel que os fenolicos liberados apresentem atividade pro-
oxidante. Isso ocorre porque os compostos fenolicos podem atuar como agentes anti ou pro-
oxidantes, e essa capacidade depende da estrutura quimica, concentragdo, matriz alimentar e
interacdes de ions metalicos (AKYUZ et al., 2017; SAMRA et al., 2011).

Acido galico (14,1 mg. 100g-1), quercetina (8,89 mg. 100g-1) e miricetina (8,79 mg.
100g-1) sdo os fendlicos observados em maior quantidade ap6s digestdo de FZ+SL (Tabela 4).
De acordo com Hagerman et al. (1998) moléculas pequenas como 4cido galico e quercetina
demonstram capacidade pré-oxidante significativa porque sao faceis de oxidar. Akyiiz et al.
(2017) relataram que a quercetina, (-)-epicatequina e (+)-catequina apresentam alta atividade
pro-oxidante, assim como as misturas de quercetina/catequina e acido cafeico/acido ascorbico
que mostraram efeitos pro-oxidantes em estudo realizado por Samra et al. (2011).

Em outro aspecto, a cultivar de feijdo-caupi (BRS Aracé) utilizada em nosso estudo ¢
biofortificada com ferro (Fe) (60 mg. kg-1) e zinco (Zn) (50 mg. kg-1) (COELHO et al., 2021;
VILARINHO et al., 2010a), que podem estimular a oxidagdo por compostos fenolicos através
de sua capacidade de reduzir Fe. Maurya & Devasagayam, (2010) relataram que a capacidade
pré-oxidante dos acidos fertlico e cafeico depende de sua concentragdo na matriz, € que o acido
cafeico apresenta maior atividade pré-oxidante do que o 4cido fertlico devido a sua capacidade
de reduzir o ferro. Duarte & Lunec (2009) também observaram que o acido ascérbico (aqui
presente no suco de laranja) e o Fe (presente no feijdo-caupi) quando juntos apresentaram
atividade pré-oxidante.

Embora os efeitos benéficos a satide dos compostos fendlicos estejam relacionados a
sua atividade antioxidante, alguns estudos recentes mostraram que compostos que atuam como
pré-oxidantes também podem contribuir com efeitos benéficos (CAROCHO; FERREIRA,
2013). Khan et al. (2020) associaram o efeito anticancerigeno com compostos pro-oxidantes.

Mateus et al. (2018) e Nakagawa et al. (2004) mostraram evidéncias de que a quercetina com
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atividade pré-oxidante pode promover a apoptose de células tumorais. Lambert & Elias (2010)
em uma revisdo compilaram alguns estudos que sugerem que os efeitos pré-oxidantes de
compostos fendlicos podem promover sistemas antioxidantes endogenos em tecidos normais

que oferecem protegao contra insultos carcinogénicos.

4 CONCLUSOES

O uso da extracdo aquosa foi mais eficiente na extragdo de compostos fenodlicos do
feijdo-caupi do que a extracdo metandlica, sugerindo que os polifendis do feijdo-caupi sdo
predominantemente polares. O cozimento promoveu diminui¢do significativa do CFT, bem
como da capacidade antioxidante do feijdo-caupi, mas contribuiu para interagdes proteina-
fendlicas que afetaram positivamente a bioacessibilidade de seus fenolicos. Enquanto a
capacidade antioxidante e a bioacessibilidade dos compostos fendlicos do suco de laranja
diminuiram apdés as fases gdastrica e intestinal, no feijdo-caupi houve aumento da
bioacessibilidade dos fendlicos ap6s as ultimas fases da digestdo. A codigestdo do suco de
laranja com feijao-caupi cozido levou a um maior teor de alguns fendlicos do que a digestao
dessas amostras isoladas, porém a capacidade antioxidante diminuiu na maioria das fases. As
diferencas calculadas, bem como os percentuais de sinergismo observados para as
concentragdes de compostos polifenolicos individuais sugeriram a ocorréncia de sinergismos
durante a codigestao de feijao-caupi e suco de laranja, e isso foi encontrado para a maioria das
substancias polifenolicas quantificadas nas amostras e ao longo das trés fases de simulagdo
gastrointestinal. As concentracdes aumentadas de fendlicos bioacessiveis individuais
contribuiram para o aumento dos valores de CFT. Por fim, o uso de um sistema de codigestao
permitiu observar que a combinagao de suco de laranja com feijdo-caupi cozido levou a maior
teor de bioacessibilidade de polifenodis do que a digestdo dessas amostras isoladamente, e suas
concentragdes revelaram que os sinergismos alimentares ndo sao negligenciaveis ao considerar
comportamentos de bioacessibilidade durante a digestdo in vitro. Essas descobertas podem
contribuir para a pesquisa e desenvolvimento de alimentos e ingredientes funcionais a base de

feijao e frutas citricas, além de aplicacdo em estudos e diretrizes de alimentacdo e nutri¢do.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com o aumento populacional estimado para os anos futuros, bem como a necessidade
de variagdo das fontes de nutrientes, opcdes alternativas de proteina vegetal, como o feijao-
caupi merecem destaque.

Neste trabalho sobre perfil proteico de feijdo-caupi, avaliamos que durante a extragao
de proteinas, a etapa de limpeza adicional € essencial para a remocao do sal e a execugao correta
da focalizacdo isoelétrica. Os ajustes realizados no método de extragdo de proteinas
promoveram obtengdo de um gel 2-DE com maior resolu¢do e mais reprodutivel, o que pode
favorecer os proximos passos na identificacdo das proteinas do feijdo-caupi. Além disso,
demonstramos que o 2-DE foi eficiente para separar as proteinas de feijdo-caupi, permitindo a
visualizacdo de alta homogeneidade entre as quatro cultivares avaliadas. A PCA indicou que hé
diferenca entre a abundancia de proteinas entre as duas cultivares bioforticadas e as duas nao
biofortificadas.

Também realizamos o primeiro estudo de codigestao de feijao-caupi cozido e suco de
laranja e observamos que o cozimento do feijdo-caupi contribui para interacdes proteinas-
fenolicos, o que afeta positivamente a bioacessibilidade de seus fendlicos. As diferencas bem
como os percentuais de sinergismo calculados em relagdo as concentragcdes de compostos
polifendlicos individuais sugeriram a ocorréncia de sinergismos durante a codigestao de feijao-
caupi e suco de laranja, e isso foi encontrado para a maioria das substancias polifendlicas
quantificadas nas amostras e ao longo das trés fases de simulagdo gastrointestinal. Além disso,
observamos que as interacdes entre suco de laranja e feijdo-caupi cozido promoveram o
aumento de biodisponibilidade de fendlicos com propriedades pro-oxidantes.

Tendo em vista o significativo teor proteico presente nos graos de feijdo-caupi e a
emergente demanda por diversidade de fontes proteicas, estudos como este fornecem
informacdes relevantes para programas de melhoramento relacionados ao acimulo de proteinas
em Vigna unguiculata, bem como para a seguranga alimentar.

Estudos futuros sobre as interagdes de feijdo-caupi e suco de laranja na
biodisponibilidade de polifendis, bem como a liberagdo de peptideos bioativos na codigestao

sao encorajados.
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of Brazilian cowpea (Vigna unguiculata) cultivars
based on principal component analysis

Tuary Camila Horaiser, Gabrisl Barbosa Aossi’, Maursrae] de Moura Racha® and
Ana Carclina Maisonrave Aris"

Abstract

This study aims o compara the grin probedn profile of four Braodlan cowpea oulthvars (8RS Amo?, ARS Baim, BAS
Ry, and 8RS Mguenque) by two-dmersional clectophonss (2-0E) and principal componant arakysis (FCAL 2-DE
afficientty separabe oowpoa protein profiles, showing high homoganetty among the four oultivers. 1n addEion, the
prindpal componant anatysks indicatad that thers & 2 difaronca In abundanoe of probeins amang the cukhars Tha
ouitivars BRS drac and BRS Xiquasdqua, both biokoriitfed in non and znc, wene: separbed from tha culthees BRS faim
and ERS Pajall. Theen results domonstrate that protain profiles can bo usod to discriminaia cowpan wariaties.

Kaywords: Vigna, 2-DE, FCA, Lagumes

WP P i TAATEe e b

Hoexd e wndd echrmiogy Depar e CAL CDA LPYC Gecoral
ey o Larta Ctan T Fodl e Comrce Fonsnope, Lnka
Coalarine 136, B0H 000, el
Faall e o= sy inforrarion & reishie @ it o of the @it

& T By AL Aoem T il o e Jree 10w e Corrom v inusor 4 et ool Leere, whe
AT L AT, dhainrion snd seadicion 'n sy et o sl = 2 M g BT L T e
4 are i o, provee 1 ire o S Ly COTTTET P s o ohanges s s The irage 3
sl ey rroem sl i TR e irechucke? in e e Comarye ool Jraen rces e seharate i e ine
iz b ey, I oreshotal s e inecaciesd i e i Cipclve oo lemre o soar e e rex Breay
L30T O R R E- SO il e, o el e 0 oo Seermiknen clars iy o e coparrghs hesder o s ogpe o' il
Tt

s vt hE N EniR DT

92



ANEXO 2 — Artigo publicado

International Journal of Food Science and Technology 20322

Original article
Synergism and phenolic bioaccessibility during in vitro
co-digestion of cooked cowpea with orange juice
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(Receiwved 11 Auguse 2022 Aecepred i revised form 16 Oerober 2022)

Summary Foods are susceptible to matrix interferences during the gastrointestinal transit that can affect bicactive
molecules. We proposed in vitre co-digestion of cowpea beans and orange juice to assess polyphenols
bioaccessibility and synergisms. We performed pastrointestinal simulation combining beans and a fruit
beverage, to mimic a common meal in a more realistic set-up than the usual single-food models. Twenty
phenolic compounds were released in oral, gastric and intestinal compantments and were identified by
HPLC-DAD. Gallic acid, (- -epicatechin and chlorogenic acid were the most bioaccessible polyphenols.
Cooking and solvent extraction of cowpea beans affected their polyphenolic concentrations. After diges-
tion, the hicaccessibility indexes were higher for cowpea (136.11%) and cooked cowpea (744.74%) when
compared to orange juice (31.87%) indicating that the thermal treatment enhanced the bioaccessibility of
cowpea phenolics. The antioxidant capacity was higher in the end of co-digestion compared to cooked
cowpea and orange juice digested alone due to svmergistic polyphenol-polvphenol interactions or
polyphenol-protein interactions. The combination of orange juice with cooked cowpea in co-digestion
promoted high content of some bioaccessible phenolics, with 10 out of 20 compounds showing positive
interactions at the intestinal phase, suggesting that food synergisms are not neglectable for beans and
citrus polyphenols release during the digestion course.
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ANEXO 4 — Certificado de apresentacdo em evento (III Workshop de Compostos Bioativos e

Qualidade de Alimentos).
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ANEXO 5 — Certificado de apresentacdo em evento (I Simpdsio do Campo a Mesa).
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