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RESUMO

Este trabalho apresenta a andlise de constituintes quimicos de uma leguminosa largamente empregada na
culindria nordestina: o feijdo-de-corda (Vigna unguiculata). Foram determinados os teores de compostos
fendlicos totais e de flavonoéides através de métodos espectroscOpicos na regiao do ultravioleta e visivel, e
foram feitas inferéncias quanto a relacdo entre o teor de compostos fendlicos totais e os fatores
antinutricionais. Também foi realizada a especiag¢do de ferro e a analisada a bioacessibilidade do ferro 2. Os
resultados permitem concluir que, como apenas cerca de 10% dos compostos fendlicos presentes nos extratos
sdo flavondides, possivelmente a maior parte de compostos fendlicos compdem-se de fitatos ou taninos, que
sdo considerados agentes anti-nutricionais. No que se refere ao estudo da bioacessibilidade de ferro II,
observou-se que o resultado obtido encontra-se abaixo dos valores de bioacessibilidade de ferro total (37 %)
determinados em estudos anteriores.
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1. 1. INTRODUCAO

O feijao-de-corda (Vigna unguiculata) constitui a base alimentar de diversas populacdes rurais brasileiras
devido ao seu elevado valor nutritivo a nivel protéico e energético, e a sua fécil adaptacdo a solos de baixa
fertilidade e com periodos de seca prolongada. No Nordeste do pais, o consumo do feijio-de-corda ocorre
tanto na fase de plena maturagcdo de seus grdos quanto em fase anterior, quando o produto é denominado
"feijdo verde", largamente usado na culindria regional.

Este tipo de feijio € uma planta da familia das leguminosas (Fabaceae), subfamilia papilionoidea
(Faboideae). Ha duvidas quanto a sua origem, embora se acredite que seja uma planta origindria da Africa
Tropical. Possui vérias subespécies e € utilizada também como forragem especialmente nutritiva € como
adubo verde.

O feijdo-de-corda, como outras leguminosas, apresenta substancias polifendlicas na composicdo de seus
grdos. Alguns autores atribuem caracteristicas antinutricionais a presenga de polifenois, embora outros
autores destaquem a atividade antioxidante decorrente da presenca deste tipo de substincia (ASSIS,
NAHAS, 1999; GONCALVES, 2008).

O estudo da biodisponibilidade de nutrientes em importantes alimentos no cendrio regional, a exemplo das
leguminosas, bem como o desenvolvimento de trabalhos de investigacdo que visem estimar a
biodisponibilidade de nutrientes, tais como os elementos essenciais, sdo importantes para assegurar a
seguranca alimentar da dieta, uma vez que leguminosas estdo presentes na alimentagdo didria do brasileiro e
o consumo desses alimentos deve ser incentivado no Brasil. Os métodos empregados para estimar a
biodisponibilidade de elementos contam com diferentes abordagens, podendo empregar testes in vivo ou in
vitro (NAYAK e NAIR, 2003). Os testes in vivo utilizam cobaias e humanos para simular uma exposi¢do ao
material a ser investigado e costumam ser bastante laboriosos. J4 os testes in vitro, objetos deste trabalho
baseiam-se na extracdo seletiva ou simulam a fisiologia do trato gastrointestinal. Muitos métodos in vitro
vém sendo empregados para estimar a bioacessibilidade de determinadas espécies quimicas, dentre eles se



encontra o SBET (Simple Bioaccessibility Extraction), proposto pelo Consércio para Pesquisas em
Solubilidade e Biodisponibilidade (SBRC). E um método utilizado para simular a mobilizacio das
substancias nas condi¢gdes gastricas do estdmago, desconsiderando o compartimento intestinal. Como apenas
simula a fase géstrica, fornece, em geral, resultados superestimados de bioacessibilidade, devido ao baixo pH
do meio e a auséncia de uma fase intestinal. O desenvolvimento, validag¢do e padronizag¢do destes métodos é
uma drea que ainda demanda estudos (INTAWONGSE, DEAN, 2006).

O ferro é um importante nutriente para a dieta humana, estando presente em leguminosas como macro
elemento. Sua absor¢do pelo organismo humano dar-se sob a forma de Fe2+, sendo necessdrio o
desenvolvimento de metodologias analiticas que visem a sua especiagdo do mesmo quanto ao nimero de
oxidagdo sob condigdes gastricas.

O método entdo escolhido para especiacdo do Ferro foi a o-fenantrolina, uma vez que a o-fenantrolina
complexa o fon Fe2+, dando origem a um complexo de cor laranja avermelhado com elevada absortividade
molar. A intensidade da cor do complexo ferro — o-fenatrolina é independente do pH no intervalo de 2-9,
porem o método SBET simula as condicdes géstricas sob um pH de 1,5. A alteracdo do pH proposto pelo
método ndo se faria possivel uma vez que nos estudos anteriormente realizados (SANTOS et al., 2009),
constatou-se que a varidvel pH atua de forma bastante significativa nos valores finais de bioacessibilidade
para o Fe.

Dada a larga utilizacdo de feijdo-de-corda na culindria nordestina, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar
constituintes quimicos do feijdo-de-corda in natura. Os objetivos especificos foram: (a) avaliar o melhor
sistema de solventes para extracdo de polifenois e flavonoides dos graos de feijao-de-corda in natura, (b)
determinar os teores totais destes compostos presentes nos graos; (c) realizar a especiacdo do Ferro quanto ao
Estado de Oxidagdo no feijao-de-corda; (d) comparar os valores de bioacessibilidade, segundo o método
SBET, em grios de feijao-de-cora; (e) substituir o procedimento de extragdo pelo procedimento de
centrifugacido do Método SBET.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Determinacdo de compostos fendlicos
2.1.1. Extrag@o dos compostos fendlicos

O feijao-de-corda verde, lavado, foi triturado e a massa resultante foi colocada em maceragdo por 20 minutos
no solvente de extracdo, utilizando-se a propor¢do de 200 mL de solvente para 250 g de feijao triturado.
Ap6s os 20 minutos a mistura foi filtrada. Repetiu-se mais duas vezes a maceracgdo e a filtracio, reunindo-se
os filtrados. Foram testados dois sistemas de solventes para extracdo: etanol:dgua 4:1 v:v, e metanol:dgua 4:1
viv.

Os extratos tiveram o solvente removido, até massa constante, em evaporador rotatdrio a pressdo reduzida
com aquecimento em banho-maria até no maximo 60°C.

A avaliag@o do melhor sistema de solventes para extracdo foi feita gravimetricamente e também com base no
teor de compostos fendlicos totais.

2.1.2 Determinacgdo do teor total de compostos fendlicos

A concentracdo dos compostos polifendlicos totais foi determinada utilizando-se 1mL do reagente de Folin-
Ciocalteau, 8mL de 4gua e 1 mL de uma solugdo saturada de carbonato de sddio, acrescentadas a 0,5 mL do
extrato bruto dos feijoes. Este sistema foi analisado em espectrofotdmetro UV-Vis com absorbéncias
determinadas a 760 nm. Os testes foram realizados em triplicata e para o cédlculo do doseamento de
compostos fendlicos utilizou-se a curva analitica tendo o 4cido gélico como padrdo [Y = 0,064x + 0,3786 (r=
0,9917)]. O &cido gélico nas concentracdes 2,42 x 10-4 g/mL, 1,94 x 10-4 g/mL, 1,45 x 10-4 g/mL, 0,97x
10-4 g/mL; 0,48 x 10-4 g/mL foi usado como padrdo externo. Os teores de compostos fendlicos foram
determinados em miligrama de 4cido gélico por grama de grao verde (CHAILLOU et al., 2009).

2.1.3. Determinagdo do teor total de flavondides

A concentracdo de flavondides foi determinada utilizando o método colorimétrico com cloreto férrico
(FeCl3).0 sistema foi obtido adicionando-se 3 mL de extrato bruto dos feijdes a 1 mL de cloreto férrico.



Ap6s 15 minutos, o sistema foi analisado, utilizando-se o espectrofotdmetro UV-Vis, com absorbancias lidas
em 425 nm. Os testes foram realizados em triplicata e para o cdlculo do doseamento de flavonéides utilizou-
se a curva padrio de quercetina [Y = 0,4733x — 0,7452 (r= 0,9969)]. A quercetina nas concentracdes 2,42 x
10-4 g/mL, 1,94 x 10-4 g/mL, 1,45 x 10-4 g/mL, 0,97x 10-4 g/mL; 0,48 x 10-4 g/mL; 0,24 x 10-4 g/mL foi
usada como padrao externo. Os teores de flavondides foram determinados em miligrama de quercetina por
grama de grao verde (CHAILLOU et al., 2009; DOWD, 1959).

2.2. Especiagdo do ferro e bioacessibilidade

No preparo das amostras de feijdo para determinacdo do teor total e da bioacessibilidade usou-se moinho
criogénico MA 775 (Marconi, Brasil), contendo frasco de moagem em policarbonato com duas tampas de
aco inoxidavel, imersos em nitrogénio liquido e barra magnética em aco.

2.2.1. Verificacido do comportamento do complexo Ferro — o-fenantrolina em pH 1,5

Para verificar o comportamento do complexo em estudo, foi construida uma curva analitica nas
concentracdes de 0,00; 0,05; 0,15; 0,20; 0,25 e 0,30 mg/L sob as mesmas condi¢des do método SBET
(glicina 0,40 mol/L, pH 1,5 corrigido com HCI) com a adi¢do da o-fenantrolina sem redutor. O comprimento
de onda de 504,0 nm foi escolhido por apresentar maior intensidade de absor¢do do complexo formado.

2.2.2. Verificacao da interconversao entre os fons Fe2+ e Fe3+

Outro ponto a ser discutido no método era a possibilidade da interconversao entre os fons Fe2+ e Fe3+ ou
seja, a sua seletividade a ponto de garantir a especiagdo efetiva do ferro Il em meio a solucdo contendo o ion
ferro II1.

Para verificar tal seletividade, realizou-se um teste preliminar empregando o método baseado na formacao do
complexo Fe—ortofenantrolina sem a utilizacdo do agente redutor. Prepararam-se solugdes padrdo dos fons
Fe Il e Fe 111, as quais foram analisadas separadamente e em seguida em uma solu¢do combinada.

Inicialmente, foi obtido o espectro de absor¢do do complexo Fe-ortofenantrolina empregando
espectrofotdmetro de absor¢do molecular no UV/Vis (CARE, Varian). Um valor maximo de absorbéncia foi
obtido no comprimento de onda 504,0 nm.

As solugdes estoque de Fe II e III foram preparadas a partir de sulfato ferroso amoniacal, (NH4)2Fe(S04)2 .
6 H20 e sulfato férrico amoniacal, (NH4)Fe(S04)2, respectivamente. As amostras das solu¢des padrdo foram
preparadas em triplicata, sendo uma delas a 0,300 mg/L de Fe (II) e outra, contendo concentracdes de Fe (II)
e Fe (III) na concentragdo de 0,200 mg/L.

2.2.3. Bioacessibilidade

Para a determinacdo da bioacessibilidade do ferro, foi aplicado o método SBET. O SBET é um método
utilizado para simular a mobilizacdo das substincias nas condi¢des géstricas do estdbmago, desconsiderando o
compartimento intestinal, aplicado para a determinagdo da solubilidade/biodisponibilidade de chumbo em
amostras de solos contaminados, sendo adaptado do método descrito inicialmente por Ruby e colaboradores
em 1993 (OOMEN et al., 2002). A simulagdo da digestao é feita empregando-se 100 mL de fluido extrator, o
qual contem glicina a uma concentracio de 0,4 mol L' em um pH 1,5 ajustado com acido cloridrico
concentrado, a 1g da amostra. A mistura é entdo submetida a uma agitacio tipo end-over-end a 30 rpm, por
um periodo de 1h, a uma temperatura constante de 37 °C. Em seguida € realizada uma filtragdo através de
um filtro de disco de acetato celulose de porosidade 0,45 pm.

A razdo entre o teor total do analito presente na amostra e no filtrado corresponde a bioacessibilidade. Essa
relacdo € entdo multiplicada por um fator de 100 e o resultado final é expresso em percentagem de
bioacessibilidade, como ilustrado na Equacéo 1.

%B=Yx100
Z [Eq. 01]

onde Y € o teor do elemento na fracdo bioacessivel e Z o teor total do elemento.



3. RESULTADOS
3.1. Determinagdo de compostos fendlicos

O procedimento de preparacdo dos extratos brutos do feijdo triturado gerou, apds remog¢do do solvente de
extragdo, os seguintes rendimentos méssicos:

e 2.2% de extrato seco para extragdo com etanol:dgua 4:1 v:v
¢ 1,8% de extrato seco para extragdo com metanol:dgua 4:1 v:v

Observa-se que o rendimento massico da extracdo com metanol:dgua foi superior ao da extragdo com
etanol:dgua. Estes resultados indicam apenas que o sistema de solventes metanol:dgua extraiu maior
quantidade de massa dos graos, porém s6 com estes dados ndo € possivel afirmar qual o melhor solvente para

extragdo de polifenois. Para tanto é necessdrio a determinag@o do teor total destes compostos em cada
extrato.

A Tabela 1 apresenta os dados obtidos para a construcdo da curva analitica para determinagdo do teor total
de compostos fendlicos, tendo o 4cido gélico como padrao externo.

Tabela 1. Dados obtidos para a construcio da curva analitica
para determinacao do teor total de compostos fendlicos

Concentragdo do acido gélico (X10-4 g/mL) | Absorbancia a 760 nm
2,42 0,539
1,94 0,499
1,45 0,466
0,97 0,442
0,48 0,412

A Figura 1 apresenta a construcio da curva analitica para determinagdo do teor total de compostos fendlicos,
tendo o 4cido géalico como padrdo externo.
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Figura 1. Curva analitica para determinacio do teor total de compostos fendlicos



As absorbancias medidas para as amostras preparadas a partir do extrato obtido com metanol:dgua geram um
valor médio de 0,476, que resulta na concentracio de 1,52 X 10-4 g/mL de 4cido gélico.

As absorbancias medidas para as amostras preparadas a partir do extrato obtido com etanol:dgua geram um
valor médio de 0,447, que resulta na concentracio de 1,07 X 10-4 g/mL de 4cido gélico.

Com base nos dados acima, constata-se que embora a extracao com etanol:dgua tenha gerado um rendimento
massico maior (2,2% de extrato seco) do que o rendimento da extragdo com metanol:agua (1,8% de extrato
seco), o sistema de solvente metanol:4gua mostrou-se mais eficiente na extragdo de compostos polifendlicos.

A Tabela 2 apresenta os dados obtidos para a construcio da curva analitica para determinagdo do teor total
de flavonoides, tendo a quercetina como padrdo externo.

Tabela 2. Dados obtidos para a construc¢iao da curva analitica
para determinacio do teor total de flavonoides

Concentragdo da quercetina (X10-4 g/mL) | Absorbancia a 425 nm
2,42 1,918
1,94 1,654
1,45 1,404
0,97 1,184
0,48 0,989
0,24 0,872

A Figura 2 apresenta a construgdo da curva analitica para determinag@o do teor total de flavonoides, tendo a
quercetina como padrio externo.
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Figura 2. Curva analitica para determinacio do teor total de compostos fendlicos



As absorbancias medidas para as amostras preparadas a partir do extrato obtido com metanol:4gua geram um
valor médio de 0,866, que resulta na concentracio de 0,25 X 10-4 g/mL de quercetina.

As absorbancias medidas para as amostras preparadas a partir do extrato obtido com etanol:dgua geram um
valor médio de 0,892, que resulta na concentracio de 0,31 X 10-4 g/mL de quercetina.

Com base nos dados acima, constata-se que no extrato obtido com etanol:dgua foi determinada uma menor
propor¢do de compostos fendlicos porém uma maior propor¢io de flavondides que no extrato obtido com
metanol:dgua. Observa-se ainda que a relagdo entre o teor de flavonodides (medido em g/mL de quercetina) é
cerca de 10% do teor de compostos fendlicos (medido em g/mL de &cido gélico), indicando que
possivelmente a maior proporcao de compostos fendlicos sejam taninos e dcidos fiticos ou seus derivados
(fitatos), conforme relatado na literatura (ASSIS, NAHAS, 1999).

3.2. Especiagdo do Ferro e bioacessibilidade

Com base na curva analitica (Figura 3) construida sob as condi¢des do método SBET, verificou-se uma boa
sensibilidade do método além de uma boa linearidade (R2 = 0.99605) na faixa em estudo. O que indica a
viabilidade da quantificacdo do ferro II na fragcdo extratora.
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Figura 3. Curva analitica nas condi¢coes experimentais do método SBET

Os resultados encontrados demonstraram que as solu¢des que continham exclusivamente o fon Fe III ndo
apresentaram sinais analiticos intensos, uma vez que somente os fons Fe II complexam com o-fenantrolina.
Além do mais, os sinais pequenos poderiam advir de impurezas presentes do reagente empregado. Para as
solugdes que continham apenas o Fe II, os resultados mostraram-se exatos e precisos. Ja para a solucdo
combinada, os resultados ndo indicaram nenhum aumento de sinais provenientes de uma possivel
interconversao dos fons Fe IIT em Fe II, denotando assim uma efetiva especiagdo do ferro.

Apé6s a extracdo empregando o método SBET, o Fe II foi quantificado no extrato segundo o método
proposto, i.e. método adaptado do complexo Fell-ortofenantrolina, sem a adi¢do de hidroxilamina (agente
redutor). Os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Teores, mg/kg, de ferro nas fracoes obtidas.

Ferro Il na fracdo extraida Ferro Total Bioacessibilidade do Fe 11
Média 14,45 53,47 27,03
Sd 0,82 1,68 1,54

RSD 5,68 3,14 5,68




O percentual de bioacessibilidade de ferro II obtido encontra-se abaixo dos valores de bioacessibilidade de
ferro total (37 %) determinados em estudos anteriores (Santos et al., 2009). Estes valores sdo concordantes
com os reportados na literatura para ferro em leguminosas de grao. Desta forma pode-se concluir que ha uma
coeréncia com os resultados obtidos empregando o método proposto para especiagdo de ferro.

Considerando que o método SBET fornece resultados superestimados devido a simulag¢do da fase géstrica
somente, pode-se inferir que os resultados obtidos correspondem a fragdo maxima de ferro II passivel a
absor¢do no metabolismo humano.

4. CONCLUSOES

Constatou-se que o sistema de solventes etanol:dgua 4:1 gerou maior rendimento massico, porém com menor
teor de compostos fendlicos no material extraido. Assim, recomenda-se o uso do sistema de solventes
metanol:agua 4:1 para determinacio de compostos fenélicos.

Constatou-se também que apenas cerca de 10% dos compostos fendlicos presentes nos extratos sio
flavonéides, permitindo-se inferir que possivelmente a maior parte de compostos fendlicos compde-se de
fitatos ou taninos, que sdo considerados agentes anti-nutricionais. Assim sendo, embora o teor de compostos
fendlicos seja significativo (cerca de 2%), apenas uma pequena parte destes sdo flavondides, do que se deriva
a inferéncia de que a grande maioria (fitatos ou taninos) sdo tidos como fatores antinutricionais. Vale
ressaltar que descobertas recentes que evidenciam o potencial de fitatos e taninos em exercer funcdes
benéficas ao organismo humano, ji que se observou a habilidade do 4cido fitico em atuar como
anticarcinogénico, antioxidante e prestar contribuicao nutricional no tratamento de diabetes, através da agdo
inibidora de a-amilases. Além disto, embora os taninos influenciem negativamente a digestibilidade de
proteinas, eles sdao antioxidantes e inibidores de determinadas enzimas (ASSIS, NAHAS, 1999).

Quanto ao estudo da bioacessibilidade de ferro II, observou-se que o resultado obtido encontra-se abaixo dos
valores de bioacessibilidade de ferro total (37 %) determinados em estudos anteriores e que os valores sdo
concordantes com os reportados na literatura para ferro em leguminosas de grdo. Sabendo que o método
SBET fornece resultados superestimados devido a simulacdo da fase gastrica somente, pode-se inferir que os
resultados obtidos correspondem a fracdo maxima de ferro II passivel a absor¢do no metabolismo humano.
Estudos complementares estdo sendo realizados com o objetivo de conhecer a relagcdo do ter de ferro II e
ferro III nas amostras dessas leguminosas.
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