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Estudo Estatistico sobre a Correlacdo entre Atividade
Antioxidante e Teor de Fenois Totais e Flavonoides
em Cultivares de Feijao-Caupi e Sementes de Feijoes
Comerciais

Statistical Study on the Correlation between Antioxidant Activity
and Total Phenol and Flavonoid Content in Cowpea Cultivars and
Commercial Bean Seeds

Ithalo Bruno de Sousa Sobral,® Alexandre Araujo de Souza,” Ronaldo Cunha Coelho,® Maria das
Dores Alves de Oliveira,© Patricia e Silva Alves,? Maurisrael de Moura Rocha,*™ Herbert de Sousa
Barbosa**

Legumes are important sources of proteins and bioactive molecules, such as flavonoids. These compounds
belong to the group of phenolic compounds and are known for their high antioxidant activity. The aim of
this study was to analyze the statistical correlation between samples of cowpea cultivars and commercial
bean seeds, considering the possible relationship between antioxidant activity and the content of phenolic
compounds. Multivariate statistical methods, such as PCA, HCA and r, were used. The identification of
phenolic compounds was performed by the HPLC technique. The antioxidant capacity was analyzed by
quantifying the DPPH" and ABTS™* radicals, the total phenolic and total flavonoid contents. Green beans
obtained the highest contents of total phenolic compounds (100.23 mg GAE/100 g) and antioxidant activity
in the DPPH" method (7694.46 umol TEAC/100 g). However, when the ABTS* radical was used, the
Guariba cowpea variety presented the highest value (20,880.63 umol TEAC/100 g) for antioxidant activity
and the lowest values in the quantification of total flavonoids (7.17 mg RE/100 g) and total phenolics
(32.20 mg GAE/100 g). High concentration of total flavonoids (12.04 mg RE/100 g) and greater diversity
of phenolic acids were found in black beans.

Keywords: Bioactive compounds; polyphenols; legumes; chemometrics.

1. Introducao

O cultivo e o consumo de leguminosas sdo de grande importancia para uma nutrigdo saudavel.
O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) e outras leguminosas merecem destaque, pois sdo
considerados uma das principais fontes de proteina vegetal em todo o mundo. Além disso,
apresentam fitoquimicos com vadrias atividades bioldgicas, incluindo atividades antioxidantes.'
Nesse contexto, destaca-se também o feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), considerado
uma das leguminosas mais consumidas entre os brasileiros, devido ao seu alto valor nutritivo.
Isso corre em virtude da concentragdo elevada de proteinas e compostos bioativos presentes
nessa leguminosa.’

O feijao-caupi pertence a familia Leguminosae (ou Fabaceae) e é nativo da Africa. Ao
longo dos anos, tem sido cultivado em regides tropicais e subtropicais.> Algumas pesquisas
relatam a presenga de diferentes compostos fendlicos como flavonoides, 4cidos fendlicos,
antocianinas, entre outros. Acredita-se que esses compostos podem fornecer beneficios para
a saude devido as suas elevadas atividades antioxidantes.*>® A literatura relata o0 mecanismo
de defesa que compostos fendlicos exercem na célula, neutralizando os estresses bidticos e
abidticos, sequestrando espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs), formando
complexos com metais pré-oxidantes e regenerando compostos antioxidantes.” Os flavonoides,
além de serem importantes para a saide humana, também ajudam no desenvolvimento das
plantas, atuando como agentes de defesa e inibindo os estresses oxidativos ambientais.®

As leguminosas podem ser classificadas dependendo de seu contetido fendlico (em termos
de Equivalente em Acido Galico — EAG) em trés grupos, como baixo teor de fendlicos totais
(<100 mg EAG/100 g), moderado (100-200 mg EAG/100 g) e alto (>200 mg EAG/100 g).°
Ensaios de capacidade antioxidante de eliminag@o dos radicais DPPH' e ABTS"*, em extratos de
sementes e folhas de cultivares de soja e de feijao azuki, demonstraram que o maior potencial
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antioxidante foi exibido pelas folhas de feijdo azuki,
enquanto na soja a atividade antioxidante das sementes foi
maior do que a das folhas. Além disso, foi possivel confirmar
que o perfil de polifendis teve correlagdo com a atividade
antioxidante das amostras, o que foi confirmado pela andlise
de correlagdo de Pearson.'”

Neste contexto, os dados estatisticos gerados na andlise
de alimentos e interpretados por meio da quimiometria
tém ganhado destaque. Isso ocorre porque esses dados
sdo utilizados para avaliar as semelhancas e diferengas
entre varios alimentos, ou mesmo para projetar objetos
(amostras) em um plano fatorial bidimensional baseado
em diferentes caracteristicas, utilizando diferentes métodos
matemadticos e estatisticos.''? Dentre os diversos métodos
estatisticos exploratdrios existentes, os mais conhecidos sdo
a Andlise de Componentes Principais (PCA) e a Andlise
de Agrupamento por Métodos Hierarquicos (HCA). Essas
técnicas quimiométricas sao amplamente utilizadas porque
atendem as necessidades dos pesquisadores e proporcionam
uma féacil interpretagdo dos resultados gerados. Essas
técnicas quimiométricas sao amplamente utilizadas porque
atendem as necessidades dos pesquisadores, principalmente
por reduzirem a complexidade dos conjuntos de dados
multivariados, contribuindo para a melhor visualizagdo e
interpretacio dos padrdes existentes.'?

Embora pesquisas anteriores demonstrem que 0S
vegetais tenham atividade antioxidante, ainda sdo poucos
os estudos na literatura correlacionando as sementes de
cultivares feijao-caupi com outras cultivares de feijdo,
levando em considerag¢do a capacidade antioxidante e o
teor de compostos fendlicos. Diante disso, foram realizados
ensaios de quantificagio de atividade antioxidante utilizando
os radicais DPPH" e ABTS™, quantificagdo do teor de
fendis e flavonoides totais, além da identificagdo de alguns
compostos fendlicos por meio da Cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE).

Dentre as quatro cultivares de feijao-caupi analisadas, trés
delas foram submetidas a técnica de biofortificacio, sendo
cedidas pela Embrapa Meio-Norte (Teresina-PI, Brasil).
A biofortificacdo ¢ um método que visa aumentar o valor
nutricional de leguminosas com ajuda de melhoramento
genético, técnicas transgénicas ou praticas agrondmicas.'*
O objetivo deste estudo € analisar o grau de similaridade
entre oito amostras de sementes de feijdo e a correlagdo
entre flavonoides, fendis totais com atividade antioxidante,
utilizando as ferramentas estatisticas Andlise de Componentes
Principais (PCA), Andlise de Agrupamento por Métodos
Hierarquicos (HCA) e Andlise de Correlagdo de Pearson.

2. Parte Experimental

2.1. Reagentes, padrdes e materiais

Todos os reagentes usados sdo de grau analitico. A
dgua deionizada (= 18.2 M() cm) obtida de um Millipore
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RiOs-DI™ adquirido da Milli-Q (Billerica, MA, EUA)
foi usada para o preparo de todas as solugdes. Para a
quantificagdo de flavonoides e fendis totais, utilizaram-se
os seguintes reagentes: etanol P. A. (Synth-Diadema/SP,
Brasil), cloreto de aluminio (Synth-Diadema/SP, Brasil),
carbonato de sédio (Synth-Diadema/SP, Brasil), Folin
Ciocalteu, dcido galico e rutina (Sigma Aldrich-Sao Paulo/
SP, Brasil). Os reagentes usados para o ensaio da atividade
antioxidante utilizando os radicais ABTS™* e DPPH" foram:
ABTS ((acido 2,2’-azino- bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico)) sal diamdnico (Sigma Aldrich-Sao Paulo/SP,
Brasil), etanol P.A (Synth-Diadema/SP, Brasil), metanol
P.A (Synth- Diadema- SP, Brasil), persulfato de potassio
(Sigma Aldrich-Sao Paulo/SP, Brasil), trolox (4cido
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico)
(Sigma Aldrich- Sao Paulo/SP, Brasil), d4gua destilada,
DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) (Sigma Aldrich-
Sdo Paulo/SP, Brasil). Foram utilizados os seguintes
equipamentos: espectrofotdmetro UV/visivel (Quimis
- Sdo Paulo/SP, Brasil), centrifuga de bancada NI 1812
(Nova Instruments — Piracicaba/SP, Brasil), moinho
multiuso (Lucadema - Sio José do Rio Preto/SP, Brasil),
balanga analitica (Mettler Toledo- Columbus/Ohio, EUA),
mesa agitadora (Quimis-Sao Paulo/SP, Brasil).

2.2. Amostras

As cultivares de feijao-caupi biofortificados BRS
Xiquexique (XIQ), BRS Tumucumaque (TUM), BRS Aracé
(ARA) e nao biofortificados BRS Guariba (GUA) foram
produzidas pela Embrapa Meio-Norte (Teresina-PI, Brasil).
Além dessas amostras, outras cultivares de feijoes comuns
foram selecionadas, sendo elas: feijao Preto (PRE), feijao
Branco (BRA), feijao Carioca (CAR) e feijao Verde (VER).
Essas cultivares foram adquiridas em um supermercado
da cidade de Teresina-PI, Brasil e foram selecionadas do
mesmo produtor industrial.

2.3. Preparo das amostras

A obtengdo da farinha das cultivares de feijao-caupi,
juntamente com outras amostras de feijdes comerciais,
foi realizada de acordo com Baroski et al.,’” com algumas
modificacdes, os grdos de feijdo foram moidos para a
obtencao das farinhas e passadas por uma peneira de 75 mm
de diametro, a fim de obter particulas mais finas. Em seguida,
foram guardadas em tubos Falcon de 50 mL na geladeira
para posterior andlise. Foram preparados os extratos
das amostras de feijdo-caupi seguindo a metodologia de
Rufino et al.,'* com modifica¢des. Para isso, pesou-se 1 g de
cada farinha, em tubo Falcon de 50 mL, e misturou-se com
5 mL de metanol (80%). A mistura foi colocada em agitag@o
por 2 h com auxilio da mesa agitadora a 210 rpm. Depois,
centrifugou-se a 3500 rpm a 5 min e 30 °C. Por fim, o
sobrenadante foi removido e armazenado em geladeira para
posterior andlise. Para obteng@o das massas das amostras,
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coletou-se 1 ou 2 mL do extrato e levou-se para secar na
estufa com as tampas abertas a 40 °C por 24 h.

2.4. Atividade antioxidante utilizando o radical ABTS**

Seguiu-se a metodologia de Baroski er al.,'”” com
algumas modificacdes. Para isso, solucdes de ABTS 7 mM
e persulfato de potdssio 140 mM foram preparadas. O cétion
radicalar ABTS™ foi preparado por meio da reacio de 8 mL
da solugdo de ABTS com 140 pL da solugdo estoque de
persulfato de potdssio. A mistura foi deixada em repouso
em ambiente escuro, a temperatura ambiente, por 16 h antes
do uso. No dia da analise, diluiu-se a mistura em etanol
(razdo de 1:30) até obter uma absorbancia em torno de 0,7
(734 nm). Para a leitura das medidas de absorbancias, foram
feitas 5 dilui¢des de cada extrato, com volume iniciais 100
pL, 125 puL, 150 uL, 175 pL e 200 pL. Em seguida, foram
adicionados 1800 pL do radical ABTS™* e 200 uL do extrato
mais etanol. Ap6s a mistura, esperou-se 6 min em ambiente
escuro e a temperatura ambiente. Em seguida, mediram-se
as absorbancias em 734 nm, em triplicata, por meio de
espectrofotdmetro UV-Vis (modelo SP-220, Biospectro).

2.5. Atividade antioxidante utilizando o radical DPPH*

O ensaio foi realizado por meio da metodologia descrita
por Baroski ef al.,"” com algumas modificagdes. Para isso,
preparou-se uma solucdo do radical DPPH 0,60 mM, que
foi envolvida com papel aluminio para evitar o contato com
aluz e utilizada no mesmo dia da andlise. Para a leitura das
medidas de absorbancias, foram feitas 5 dilui¢cdes de cada
extrato, com volume iniciais 100 pL, 125 uL, 150 puL, 175
pL e 200 pL, acrescentando-se 1800 pL. do radical DPPH*
e 200 uL do extrato mais etanol. Ap6s a mistura, esperou-
se 20 min em ambiente escuro e a temperatura ambiente.
Em seguida, mediram-se as absorbancias em triplicata com
auxilio de um espectrofotdmetro a 517 nm.

2.6. Quantificacao de flavonoides totais

A quantificagdo de flavonoides seguiu a metodologia
descrita por Baroski et al.," com algumas modificacdes.
Para isso, uma solucdo de cloreto de aluminio 2% foi
utilizada. Para a leitura das medidas de absorbancias,
preparou-se um extrato de 500 ug mL™!, coletando-se 1000
pL de cada extrato. Posteriormente acrescentou-se igual
volume de cloreto de aluminio. Em seguida, as amostras
foram colocadas em tubos de ensaio ficando em repouso
por 1 h em ambiente escuro e a temperatura ambiente. Por
fim, mediram-se as absorbancias em triplicata por meio de
espectrofotdmetro a 420 nm.

2.7. Quantificacao de fendis totais

O conteudo de polifendis totais foi determinado pelo
método descrito por Qiu ez al.,'” com algumas modificagdes.
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Para isso, misturou-se 1 mL de extrato, 250 pL do reagente
Folin Ciocalteu e 5 mL de dgua deionizada. A mistura
foi agitada por 1 min em misturador vortex. Em seguida,
adicionou-se 2 mL de uma solug@o de carbonato de sédio a
15% Na,CO, (m/v). Os tubos foram colocados em ambiente
escuro por 1 h. Apés esse tempo, as leituras foram realizadas
em espectrofotdmetro a 745 nm.

2.8. Analise por CLAE

As andlises por CLAE foram realizadas em um
Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia, Modelo Analitico
Shimadzu®, LC-20 A com controladora CBM-20?, detector
de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20 A, coluna C-18
Phenomenex Luna (250 x 4,60 mm; 5 um; IIOA). Os
dados foram processados usando o software de solucdo
(versdo 1.23 SP1) Shimadzu LC, com a temperatura do
forno em 40° C, o tempo de corrida de 50 min, a vazio foi
de 1 mL/min e detecgdo em 254 nm. As fragdes metandlicas
foram analisadas por CLAE-DAD em modo gradiente
exploratério linear e um sistema solvente adequado
para cada fracdo. A andlise por CLAE foi realizada de
acordo com o procedimento proposto por Sales et al.,'
Para isso, antes da andlise por CLAE, as amostras foram
solubilizadas em (metanol/dgua 95:05, v/v) e submetidas a
uma “limpeza”, usando cartuchos de silica C-18 acoplados
a uma membrana Millipore® (0,45 um). Depois desse
procedimento, aproximadamente (1 mg mL™") das amostras
foram armazenadas em frascos para posterior injegao.

2.9. Estatisticas

Os resultados sdo apresentados como média + desvio
padrdo. ANOVA e teste de Tukey com nivel de confianga
de 95% (p < 0,05) foram aplicados para comparar os
valores médios. A correlagdo de Pearson ®, Andlises de
Componentes Principais (PCA) e Anélise de Agrupamento
por Métodos Hierarquicos (HCA) foram aplicadas para
avaliar as similaridades entre as diferentes cultivares
de feijao estudadas. A matriz de dados tem dimensdo 8
(amostras: ARA, TUM, XIQ, GUA, BRA, CAR, PRE) por
4 (varidveis: FLAVONOIDES, CFT, ABTS, DPPH). Nao
foi aplicado pré-processamento. No HCA foi utilizada
a distancia euclidiana e ward com método hierarquico.
O software R (versdo 4.4.0) foi usado com os pacotes
corrplot,” ComplexHeatmap,” e MultivariateAnalysis.”'

3. Resultados e Discussao

3.1. Concentracao de fendis totais e flavonoides

Na andlise de flavonoides utilizou-se um padrdo de
rutina para a construcdo da curva de calibragdo. Foram
preparadas solugdes em cinco concentragdes (10, 40, 80,
120 e 160 ug mL™"), resultando em uma curva de calibracio
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(y = 0,459x - 0,2686), que mostrou uma boa linearidade
(R* =0,9943). Essa curva foi utilizada para obtencéo dos
dados quantitativos apresentados em miligrama equivalente
de rutina (ER) por grama de massa seca de material vegetal
(mg ER/100 g).

A concentragdo de polifendis totais foi deduzida de
acordo com a curva de calibragdo (y = 0,0083x - 0,01)
estabelecida com 4cido gédlico. Foram preparadas solugdes
em cinco concentragdes (10, 40, 80, 120 e 160 ug mL"),
mostrando uma boa linearidade (R?>= 0,9906). Todas as
andlises foram realizadas em triplicata, incluindo um branco
para cada corrida. Os polifendis foram apresentados em
miligramas equivalentes de dcido galico por 100 gramas de
massa seca de material vegetal (mg EAG /100 g).

A avaliagdo dos teores totais de fendis e compostos
flavonoides mostrou importantes relagdes existentes entre
as amostras avaliadas nesse trabalho. De acordo com a
Figura 1A, a cultivar de feijao-caupi XIQ e de feijao comum
BRA mostraram resultados estatisticamente semelhantes
(p <0,05). A cultivar de feijao comum VER obteve o maior
nivel de fendis totais (100,23 mg EAG/100 g), enquanto
a cultivar de feijao-caupi GUA registrou o menor valor
(32,20 mg EAG/100 g). A Tabela 1 mostra os valores médios
e desvios padrao das medidas realizadas em triplicata para

atividade antioxidante (ABTS e DPPH), flavonoides e
fendis totais (CFT). A Tabela S1 (dados suplementares)
mostra a matriz de dados completa com todas as medi¢des
em triplicata.

Entre as cultivares de feijao-caupi biofortificadas, ¢
possivel observar que a cultivar BRS Tumucumaque obteve a
maior concentragdo de fendis totais (58,75 mg EAG/100 g).
Nesse sentido, a biofortificagdo pode ter contribuido para
o aumento da concentragdo de fendis totais nessa cultivar,
pois a cultivar ndo biofortificada GUA obteve a menor
concentracdo. Em uma pesquisa anterior que envolveu
a quantificagdo de fendis totais em 9 linhagens de feijao
comum (vermelho, creme, rosa, marrom, branco com
manchas, branco, amarelo, cinza e preto), foi observado que
o feijao branco obteve o menor teor de fendis totais dentre
os feijoes analisados, com média de 60 mg EAG/100 g.°
Portanto, o valor de fendis totais encontrado no feijao BRA
(50,7 mg EAG/100 g) € semelhante ao relatado na literatura,
estando menor que os demais feijées comuns em estudo
(Branco, Carioca, Preto e Verde). Os resultados de fendis
totais encontrados nas amostras de feijao foram maiores
ainda que os relatados em algumas leguminosas como grao
de bico (creme) 46,0 mg EAG/100 g °, feijao mariposa
48,0 mg EAG/100 g° e arroz integral 72,5 mg EAG/100 g.*

Tabela 1. Valores médios e desvios padrio dos valores em triplicata de Flavonoides, Fendis Totais (CFT)

e Atividade Antioxidante (ABTS e DPPH)

Amostras Flavonoides CFT ABTS DPPH
ARA 8,90 + 0,02 55,29 +0,17 5798,99 + 22,49 926,06 + 2,35
TUM 8,88 £ 0,02 58,75+0,32 4988,37 £ 19,71 924,20 + 6,30
XIQ 9,66 £ 0,02 51,14 £ 0,07 4625,13 +35,30 876,49 + 3,41
GUA 7,18 +0,10 32,21+0,12 20880,63 + 93,31 1184,24 + 3,62
BRA 9,99 £ 0,02 50,70 £ 0,07 5273,78 £ 17,93 840,71 +7,58
CAR 2,83 +0,01 92,95+ 0,07 362991 £11,16  3589,66 + 10,14
PRE 12,04+ 0,03 86,23 £ 0,07 4421,06 + 18,47  2611,48 £4,07
VER 7,31+0,01 100,23 +0,27  20736,65+78,83  7694,46 + 24,12
14
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Figura 1. Concentragdes de fendis (1A) e flavonoides (1B) totais nas amostras analisadas. As médias seguidas de letras mintsculas

Vol. 17, No. 4, 2025

4 ) ) *, 1 L ' o L) ) ) 4 L) %
ARA TUM XIQ GUA BRA CAR PRE VER

AMOSTRAS

* ) ) % \ b J o T ) L) L4 ) -
ARA TUM XIQ GUA BRA CAR PRE VER
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As cultivares de feijao-caupi seguem a mesma tendéncia,
onde as sementes de cores escuras sdo encontradas altos
valores de concentragdo de compostos fendlicos em
comparagdo com outras variedades. Portanto, variedades de
feijoes de cor mais claras tendem a ter menor teor de fendis
totais.’ Na literatura € possivel encontrar a concentra¢ao de
fendis totais para o feijao-caupi marron 63,78 mg EAG/100.°
Esse valor € semelhante ao encontrado para as cultivares
de feijao-caupi, contudo, um pouco superior. A maior
foi encontrada na cultivar TUM (58,74 mg EAG/100 g),
e a menor concentracio foi encontrada na cultivar GUA
(32,20 mg EAG/100 g), o que era esperado, pois o
feijao-caupi GUA apresenta tegumento branco e o TUM
uma colora¢io mais escura.

De acordo com a Figura 1A, o feijaio comum VER
que obteve o maior teor de fendis totais, apresentando
classificagdo moderada (100,23 mg EAG/100 g). Em um
estudo anterior, o feijao comum BRA foi classificado como
moderado (1,014 mg EAG/ g), e o feijdo comum PRE
classificado com alto teor fendis totais (2,184 mg EAG/g).°
No entanto, no presente estudo, as cultivares o feijao
comum BRA e PRE apresentaram valores inferiores e foram
classificadas como baixo teor de fendis totais, como pode
ser observado na Figura 1A. Em outra pesquisa, o teor de
fendis totais na cultivar TUM de feijao-caupi foi classificado
como moderado (177,07 mg EAG/100 g).** A cultivar TUM
analisada na Figura 1A enquadra-se na classificagcdo de
baixo teor de fendis totais.

De acordo com a Figura 1B, as cultivares ARA e TUM
sdo estatisticamente semelhantes (p < 0,05). O feijdo
comum PRE obteve o maior teor de flavonoides totais
(12,02 mg ER/100 g). Uma justificativa para isso € que os
feijoes de coloragdo preta se destacam com altos teores de
antocianinas, que sdo um tipo de flavonoides responsaveis
pela pigmentacdo vermelha, azul ou roxa das plantas.’ Ja
o feijio CAR obteve a menor concentragio de flavonoides
(2,83 mg ER/100 g) entre todos as amostras de feijoes
analisadas. Entre as amostras de feijdo-caupi, a cultivar
que apresentou maior concentra¢do de flavonoides foi o
feijao XIQ (9,66 mg ER/100 g), e o que apresentou menor
concentracdo foi a cultivar GUA. Portanto, € possivel
observar que a biofortificacdo também mostrou possiveis
influéncias na concentragdo de flavonoides.

Os niveis de flavonoides foram inferiores aos
relatados em uma pesquisa realizada com as cultivares de
feijdo-caupi, ARA 58,35 mg/100 g, TUM 45,80 mg/100 g e
XIQ 67,96 mg/100 g.* Por outro lado, outras cultivares
de feijao-caupi do sudoeste de Maluku, Indonésia,
obtiveram valores semelhantes, variando entre 7,0 a
29 mg/100 g.* Outra leguminosa que também obteve
valores semelhantes foram as leguminosas de feijao
Dolichos (Lablab purpureus L.) da India que variou de 2,15
a 8,32 mg/100 g.*

Os flavonoides, encontrados no feijao-caupi e em outras
leguminosas, sdo encontrados principalmente no tegumento
da semente, impactando na cor do tegumento.”’ A principal
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via de produc@o dos compostos fendlicos estd associada ao
estresse ambiental por meio dos fenilpropanoides (PPP).?
A literatura relata a biossintese de formagao dos acidos
fendlicos e flavonoides, sendo que a maioria dos compostos
fendlicos sdo derivados da fenilalanina seguindo a rota
do 4cido chiquimico. Nessa via, a molécula de amdnia ¢
dissociada da fenilalanina por meio da enzima fenilalanina
amonia-liase, e em seguida formam-se os dcidos trans-
cindmico e cumdrico. Os dcidos formados servem como
substratos para a formacao dos fendlicos e flavonoides.”
Portanto, as condicdes de cultivo podem influenciar a
concentracdo de flavonoides e compostos fendlicos.

3.2. Atividade antioxidante utilizando o método do radical
DPPH e ABTS

Na andlise da atividade antioxidante utilizando os
radicais DPPH e ABTS, foi utilizado um padrao de
Trolox para a obtengdo das curvas de calibragdo. Para
o radical DPPH, obteve-se uma curva com a equacio
y =-0,0021x + 0,523, que apresentou uma boa linearidade
(R?2=0,9925). Ja para o radical ABTS, a curva de calibra¢do
obtida foi y = -0,0002x + 0,4623, que também apresentou
uma boa linearidade (R2 = 0,9955).

De acordo com a Figura 2A, as cultivares de feijao-caupi
ARA e TUM obtiveram valores de atividade antioxidantes
semelhantes (p < 0,05) utilizando o método de eliminagdo
do radical DPPH. A amostra de feijio comum Verde
foi a que obteve o maior nivel de atividade antioxidante
(7694,4649 umol TEAC/100 g). Logo, essa alta atividade
antioxidante pode estar relacionada a presenca de compostos
fendlicos. Os valores de atividade antioxidante utilizando
o método DPPH" nas cultivares de feijao-caupi, ARA
(926,06 umol TEAC/100 g), TUM (924,20 umol TEAC/100 g)
e XIQ (876,49 umol TEAC/100 g) foram maiores do que
as mesmas cultivares relatadas na literatura para o ARA
614,7 umol TEAC/100 g, TUM 551,5 umol TEAC/100 g,
XIQ 575,4 umol TEAC/100 g.** Algumas amostras ficaram
maiores que a leguminosa Ervilha 1249 pmol TEAC/100 g.*°
Em contrapartida, as cultivares de feijdo-caupi juntamente
com feijao BRA ficaram menores.

Na literatura, foi possivel encontrar valores de
atividade antioxidante para feijio comum equivalente a
3362 umol TEAC/100 g.’' Com exce¢do do VER
7694,45 umol TEAC/100 ge CAR 3589,66 umol TEAC/100 g,
todos os demais feijoes ficaram abaixo dos dados relatados
nesse trabalho.

Os ensaios com a atividade de eliminagdo de radicais
livres de DPPH em variedades de leguminosas sdo
agrupados de acordo com o ponto de atividade de eliminacao
de radicais livres DPPH, para valores baixos (ponto radical
unidades DPPH/g < 125), moderado (125-400, ponto radical
unidades DPPH/g) e alto (> 400 pontos radical unidades
DPPH/g).** Diante desse agrupamento, € possivel observar
na Figura 2A que todos os feijoes analisados podem ser
classificados como altos valores de atividade antioxidante,
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Figura 2. Atividade antioxidante de eliminacio do radical DPPH em umol TEAC/100 g (2A) e do radical ABTS em umol TEAC/100 g (2B)
nas amostras analisadas. As médias seguidas de letras mintsculas diferentes sdo estatisticamente diferentes (p > 0,05)

sendo que o feijao comum VER apresentou o maior valor de
atividade antioxidante de eliminag@o de radicais livre DPPH.
Esse alto valor de atividade antioxidante pode ser justificado
pela presenca de compostos fenélicos, pois no feijao os
compostos fendlicos atuam na defesa contra o estresse
ambiental e predadores. Essa acdo protetora despertou o
interesse da comunidade cientifica, que identificou nesta
leguminosa ndo sé a presenga de compostos bioativos
como acidos fendlicos, flavondis, flavan-3-6is, taninos
condensados e antocianinas, mas também atividades anti-
inflamatdrias e antioxidantes.***

Na Figura 2B, ainda é possivel observar que todas
as amostras de feijado obtiveram valores de atividade
antioxidante estatisticamente diferentes (p < 0,05) utilizando
o método de eliminagdo do radical ABTS. A cultivar
GUA obteve o maior valor de atividade antioxidante
(20880,63 umol TEAC/100 g) seguido do feijao VER
(20736,65 umol TEAC/100 g), os menores valores de
atividade antioxidante foram obtidos pelos feijoes CAR
3629,91 umol TEAC/100 ge PRE 4421,06 umol TEAC/100 g.
Os valores de atividade antioxidante foram cerca de 7 vezes
maiores para as trés cultivares de feijdo-caupi analisadas
em uma pesquisa, ARA 660,1 umol TEAC/100 g, TUM
556,7 umol TEAC/100 g, XIQ 608,5 umol TEAC/100 g.**
Contudo, ainda € possivel encontrar na literatura valores
de atividade antioxidante para uma cultivar de feijao-
caupi marron 4626,1 umol TEAC/100 g.° Esse valor &
semelhante ao encontrado nas cultivares de feijao-caupi,
ARA 5798,99 umol TEAC/100 g, TUM 4988,36 umol
TEAC/100 g e XIQ 4625,12 umol TEAC/100 g.

Na mesma pesquisa, também foi analisada a atividade
antioxidante do feijao comum PRE 2046,4 umol TEAC/100.°
O valor encontrado para o feijado PRE foi de 4421,06 umol
TEAC/100g, ou seja, € mais que o dobro em relacdo ao
relatado pela literatura e, portanto, sendo também menor
que as demais amostras de feijoes analisadas. Na literatura,
ainda € possivel encontrar atividade antioxidante de feijao
comum de 1804000 pmol TEAC/100 g, ou seja, cerca de
100 vezes maior que os valores encontrados. A atividade de
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eliminagdo de radicais livres em leguminosas € agrupada por
meio do radical ABTS de acordo com seus valores de TEAC.
Dessa forma, € considerado baixo (< 600 umol TEAC/100 g),
moderado (600-1200 umol TEAC/100 g) e alto (> 1200 umol
TEAC/100 g).° Diante dessa classificacdo, € possivel
observar na Figura 2B, que todos os feijdoes podem ser
classificados com alto valor de eliminagdo de radicais livres
utilizando o radical ABTS, refor¢ando assim o resultado
encontrado no teste com o radical DPPH.

3.3. Correlagao de Pearson

Foi aplicado o método de Pearson para avaliar a
correlacdo entre as quatros varidveis estudadas nas sementes
de feijao. Na Figura 3, sdo apresentados os valores dos
coeficientes de correlagdo de Pearson estimados (r), com
faixa de cor variando de uma correlagdo negativa forte

ABTS

DPPH

DPPH

FLAVONOIDES .

FLAVONOIDES

CFT

\0\
(L

]
-1 0.8 06 04 02 0 02 04 06 08 1
Figura 3. Coeficientes de Pearson para a correlagdo entre as
concentragdes de flavonoides, Fendis Totais e Atividades antioxidantes
medidas pelo método ABTS e DPPH em sementes de diferentes
cultivares de feijao
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(cor vermelha), baixa correlag@o (cor branca) e uma alta
correlag@o positiva (cor azul).

Foram considerados significativos os valores comr > 0,7
e p <0,05. Embora ndo fossem significativas, as atividades
antioxidantes medidas pelo método ABTS e DPPH
correlacionam-se positivamente. Foi observada apenas
uma correlacdo significativa (r = 0,821, p = 0,0087), sendo
essa positiva entre a concentra¢do de compostos fenélicos
totais e a atividade antioxidante medida pelo método
DPPH. Correlacao semelhante foi relatada na literatura em
um estudo sobre variedades de batata doce, no qual foram
analisadas as variaveis CFT, DPPH e ABTS, obtendo uma
correlag@o positiva e estatisticamente significante (r = 0,83,
p <0,01), indicando que quanto maior o teor de compostos
fendlicos totais, maior a atividade antioxidante.®® As demais
correlagdes ndo apresentaram significancia estatistica.

3.4. Andlise de componentes principais (PCA)

A andlise de componentes principais utiliza um artificio
matemdtico que transforma um conjunto de varidveis
possivelmente correlacionadas em um novo conjunto de
varidveis ndo correlacionadas, chamadas componentes
principais.®® Antes da andlise de componentes principais,
a matriz de dados 8 x 4 (amostras x varidveis) foi
autoescalonada com o objetivo de atribuir o mesmo peso
ao conjunto. Foi realizado o teste de esfericidade de Bartllet
com o pacote psych, funcio cortest.bartlett do software R,
obtendo-se p = 0,00769 com df = 6 (graus de liberdade).
Isso significa que se pode rejeitar a hipétese nula H, de que
a matriz de correlacdo € a matriz identidade e as variaveis
tém correlagdo entre si na populagdo.

As componentes PC1 e PC2 descrevem 80% da variag@o
total dos dados, sendo a primeira componente principal
(PC1) responsével por 54% e a segunda (PC2), por 26% da
variagdo. A Tabela 2 apresenta os valores das cargas fatoriais
(loadings) de cada componente principal, que indicam
a contribuicdo de cada varidvel para cada componente
principal. Assim, observa-se que a varidvel DPPH € a que
mais contribui para a PC1, enquanto que a varidvel ABTS
é a que mais contribui para a PC2.

Tabela 2. Porcentagem de contribuic@o de cada PC e loadings das varidveis

Variaveis PC1 (54%) PC2 (26%)
ABTS 0,340 0,816
DPPH 0,658 -0,031

Flavonoides -0,390 -0,129
Fendis Totais 0,547 -0,562

A Figura 4 mostra que os feijoes Carioca e Verde foram
separados dos demais grios na regido de PC1 altamente
positiva. Isso ocorre porque esses feijoes possuem valores
elevados de DPPH e CFT. Existe uma alta correlagio
positiva entre ABTS (r = 0,8335) e PC2. Além disso, a
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Figura 4 mostra os feijoes BRS-Guariba e Verde na regido
da PC2 positivo, o que estd associado com os valores
elevados de ABTS. O grupo dos feijoes BRS-Aracég,
BRS-Tumucumaque, Branco e BRS-Xiquexique apresenta,
na Figura 4, uma regido de valores moderados a baixos das
varidveis originais. A Tabela S5 (material suplementar)
mostra os coeficientes de correlacdo de Pearson entre as
varidveis originais e as pontuagdes para todos os PCs.

DPPH e ABTS foram as varidveis que mais influenciaram
de forma positiva em PC1 e PC2, respectivamente. Na
Figura 4, € possivel observar que a atividade antioxidante
com o método DPPH nos feijoes comuns Carioca e Verde
(lado positivo de PC1) os distingue dos feijoes comuns
BRA e PRE (lado negativo de PC1). No grupo das cultivares
de feijdo-caupi observa-se que separagdo da cultivar nio
biofortificada GUA das cultivares biofortificadas (ARA,
TUM e XIQ) foi ocasionada principalmente pela atividade
antioxidante com o método ABTS.
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BRA DPPH
TUM
Flavonoides
14 OCAR
©]
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Figura 4. Grifico biplot da andlise de componentes principais (PCA),
mostrando as cargas fatoriais (loadings), os autovalores (scores)
e as porcentagens da variancia explicada pelas componentes
principais PC1 e PC2

Na literatura, foi encontrada uma analise multivariada de
dados, na qual foi confirmada a correlacdo entre atividade
antioxidante e contetido fendlico total por meio da andlise
de componentes principais (PCA), pelo fato das varidveis
utilizadas (FRAP, ABTS, CFT) estarem préximas umas
das outras.** Em um trabalho realizado com as mesmas
amostras de feijao, observou-se que a concentragdo de
micronutrientes separa as amostras de feijao comum das
cultivares de feijdo-caupi.!" Porém, dentro do grupo das
cultivares de feijao- caupi, ndo foi observada uma distin¢io
entre as cultivares biofortificadas e a ndo biofortificada
GUA, fato esse observado com as variaveis estudadas no
presente trabalho.

Diante desse fato, € possivel que haja alguma relagdo
entre a biofortificagdo e o aumento do teor de flavonoides
totais e fendis totais das cultivares de feijdo-caupi
biofortificadas em relagdo ao controle. Uma das evidéncias
dessa relag@o € que a cultivar GUA ndo biofortificada
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apresentou menor teor de fendis e flavonoides totais em
relagdo as demais cultivares biofortificadas.

3.5. Anédlise de agrupamento por métodos hierarquicos
(HCA)

Para uma andlise das separacdes observadas na andlise
de componente principais foi utilizado a estrutura de
agrupamento por métodos hierdrquicos e a contribui¢do
das varidveis para os agrupamentos formados por meio da
representacdo visual de um mapa de calor. No mapa de calor,
cores mais vermelhas e azuis indicam menores e maiores
concentragdes, respectivamente. Portanto, verifica-se na
Figura 5, no agrupamento das amostras, dois Clusters. O
primeiro Cluster ficou agrupado apenas com os feijoes Verde
e Carioca, mostrando que essas amostras sdo similares e
apresentam as maiores concentragdes de compostos fendlicos
totais e atividades antioxidantes utilizando o método DPPH".

Variaveis

Flavonoides

ABTS
DPPH
CFT

Amostras

Concentragdo
||
Baixa Alta
Figura 5. Dendrograma com agrupamento das amostras (horizontal) e

varidveis (vertical) e mapa de calor com variacdes de cores do vermelho
(menor concentragdo) ao azul (maior concentragdo)

O segundo Cluster ficou dividido em 3 subgrupos, o
primeiro formado pela cultivar ndo biofortificada GUA, o
segundo pela semente da cultivar comum PRE e o terceiro
pelos feijoes TUM, BRA, XIQ, ARA. Este cluster apresenta
as sementes com maiores concentracdes de flavonoides e as
menores concentragdes de CFT e atividades antioxidantes
utilizando os métodos DPPH" e ABTS**. No agrupamento
das varidveis verifica-se que as varidveis DPPH e CFT,
em relacdo as outras varidveis estudadas, apresentaram
resultados mais semelhantes entre as amostras.

E possivel observar na Figura 2A que as afinidades de
eliminagdo do radical ABTS sdo maiores em relacdo ao
radical DPPH em algumas amostras, como € o caso das
amostras mencionadas acima. Na literatura, ¢ possivel
identificar que o feijao comum PRE teve maior afinidade
para a eliminacdo do radical DPPH do que para o radical
ABTS.?” No entanto, o maior valor de atividade antioxidante
foi para o radical ABTS, 4421,06 pmol TEAC/100 g contra
2611,47 umol TEAC/100 g do radical DPPH para o feijao
Preto. Logo, a formacdo desses trés subgrupos pode ser
devido a menor afinidade dessas amostras em relagdo a
eliminacdo do radical DPPH.

A literatura relata ainda que o radical DPPH € mais
utilizado para medir antioxidantes lipofilicos, enquanto o
radical ABTS ¢€ utilizado em antioxidantes hidrofilicos.*
Logo, essa alta afinidade dos extratos em sequestrar o radical
ABTS pode ser devido a presenca de compostos polares que
contribuem para a atividade antioxidante.

3.6. Identificacdo de compostos fendlicos

Os cromatogramas dos compostos fendlicos identificados
e os padrdes acido caféico, dcido cindmico, acido ferulico,
dcido galico, quercetina e rutina foram analisados e
comparados de acordo com o tempo de retencdo e
comprimento de onda. Na Tabela 3, € possivel observar que
os compostos fendlicos encontrados nas amostras analisados
foram, acido cindmico, 4cido cafeico, quercetina e rutina,
sendo que a rutina foi identificada na maioria das amostras
de feijao.

Em um estudo realizado com extratos soliveis de
feijdo-caupi, o maior teor de compostos fendlicos foi de
acido fertlico. Contudo, ndo foi possivel identificar dcido
ferdlico nas cultivares de feijao-caupi.’® Dessa forma, a
discrepancia dos resultados obtidos se deve aos diferentes
métodos de extracdo, o periodo de colheita e a variedade
das cultivares analisadas.

E possivel identificar no cromatograma da cultivar
GUA, apresentado na Figura 6A, picos eluindo em 17,49 e
19,78 minutos. Os espectros no UV destes analitos foram
comparados com aqueles obtidos para os padrdes analisados
de 4cido cindmico e quercetina. No extrato da cultivar XIQ,
é possivel observar na Figura 6B que o tempo de retencio
em 15,70 minutos foi compativel com o padrdo de rutina.
Na cultivar ARA € possivel observar na figura 6D os tempos
de retengdo em 15,69 e 17,43 minutos estdo de acordo com

Tabela 3. Tempos de retencdo expressos em minutos (min) dos cromatogramas das amostras de feijao

Compostos Fenolicos Temp;)pgzgzt)engﬁo Feijao-Caupi (min) Feijao-Comum (min)
Acido caféico 14,80
Acido cindmico 17,49 17,51; 17,66
Quercetina 20,73 19,78; 17,43
Rutina 16,39 15,70; 15,69 16,13; 15,72
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aqueles observados para os padrdes de rutina e quercetina.
Na Figura 6C, € possivel observar o cromatograma do
extrato da cultivar TUM e os picos de baixa e alta intensidade
ndo foram compativeis com nenhum padrdo analisado.
Pesquisadores que analisaram os extratos de feijao-caupi
nas regides do tegumento e cotilédones identificaram,
por meio do cromatograma, acidos fendlicos como, 4cido
gdlico, acido protocatecuico, dcido p-hidroxibenzoico,
dcido cumdrico e 4cido fertlico, em 280 nm. Sendo que
os acidos fendlicos mais predominantes ncontrados no
tegumento foram 4cido gélico e protocatecuico, enquanto
nos cotilidones p-acido hidroxibenzoico.*” Nas amostras
de feijdo-caupi, ndo foi possivel identificar 4cido gélico
e nem 4cido fertlico, sendo que na cultivar GUA e ARA
apresentaram uma maior variedade de compostos fendlicos.

Na Figura 7, € possivel observar os cromatogramas dos
extratos de feijoes comuns. Na Figura 7A, correspondente
a andlise do feijao BRA, foi possivel identificar um pico
com tempo de retengdo 15,72 minutos, compativel com
o padrdo de rutina. J4 na Figura 7B, o cromatograma
do extrato de feijao CAR apresenta picos com tempos
de retengdo em 14,80 e 17,66 minutos, semelhantes aos
padrdes de acido caféico e dcido cindmico. Na Figura 7C,
referente a andlise do feijao PRE, € possivel identificar os
picos com tempos de retencdo em 16,13 e 17,51 minutos,
caracteristicos dos padrdes de rutina e dcido cinamico.
No extrato de feijao VER, € possivel identificar no
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cromatograma apresentado na Figura 7D um pico com
o tempo de retencdo em 15,72 minutos, semelhante ao
tempo de reten¢do do padrdo de rutina. Portanto, o feijao
comum PRE e CAR apresentaram uma maior variedade de
compostos fendlicos de acordo com os tempos de retencio
dos padrdes analisados.

Os principais 4dcidos fendlicos encontrados no feijdo
comum sdo acido gélico, caféico, clorogénico, fertlico,
sindpico e cumadrico.*' No entanto, nas amostras de feijao
comum do presente estudo, foi possivel encontrar apenas
acido cinamico, acido caféico e rutina.

4. Conclusodes

Algumas amostras de feijdo apresentaram correlagdo
entre a concentragdo de fendis totais e a atividade
antioxidante, como € o caso do feijao VER, que obteve os
maiores valores de fendis totais e atividade antioxidante
utilizando o método DPPH". Ja com atividade antioxidante
utilizando o método ABTS™, a cultivar GUA de feijao-
caupi obteve o maior valor, em contrapartida, os valores
das quantificacdes de flavonoides totais e fendis totais
foram os menores. No feijao PRE foi encontrada a maior
concentrac¢do de flavonoides totais. Porém, o mesmo nao
aconteceu com a atividade antioxidante, sendo que o feijao
VER obteve os maiores valores de atividade antioxidante
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Figura 6. Cromatogramas dos extratos de feijao-caupi, 6A cultivar Guariba (GUA), 6B feijao Xiquexique (XIQ), 6C Tumucumaque (TUM) e
6D Aracé (ARA) (detec¢@o em 254 nm)
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Figura 7. Cromatogramas dos extratos de feijao comum, 7A Branco (BRA), 7B Carioca (CAR), 7C Preto (PRE) e
7D Verde (VER) (deteccio em 254 nm)

utilizando os métodos ABTS* e DPPH"entre as cultivares
de feijao comum. Nos resultados de atividade antioxidante,
realizados por meio do radical DPPH", observou-se que as
cultivares de feijao-caupi chegaram a valores inferiores de
atividade antioxidante em relagdo a maioria dos feijoes
comuns. Por meio do cromatograma de CLAE, foi possivel
observar que o composto fendlico rutina estd presente na
maioria das amostras analisadas. Contudo, recomenda-se
uma posterior andlise de quantificacdo desses compostos
fendlicos encontrados nas amostras (acido cinamico, dcido
caféico, quercetina e rutina) e compara-los com outros
padroes, a fim de identificar outros picos dos cromatogramas
e melhorar o entendimento do perfil fendlico desses extratos.
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