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RESUMO 

A ingestão de alimentos ricos em compostos bioativos está associada ao menor 

risco de doenças crônicas. Diferentes mecanismos estão envolvidos, 

principalmente através de seu potencial antioxidante. O objetivo deste estudo foi 

determinar a atividade antioxidante e os teores de diferentes compostos bioativos 

presentes nos extratos das cascas de feijão preto e roxinho e avaliar as 

propriedades antioxidantes e antidiabéticas do extrato rico em antocianinas de 

casca de feijão preto (ERA). Extratos de feijão preto e roxinho foram submetidos à 

digestão in vitro e avaliados através das determinações de fenóis totais, 

flavonoides totais, taninos condensados, antocianinas monoméricas e atividade 

antioxidante por meio de dois diferentes métodos. No ERA, as antocianinas foram 

identificadas e quantificadas por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a 

espectrômetria de massas. Antocianinas monoméricas, fenóis totais e atividade 

antioxidante através dos ensaios TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) e 

ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) também foram avaliados antes e 

após a digestão in vitro No ensaio in vivo, o efeito da administração do ERA foi 

investigado em ratos com Diabetes induzido por estreptozotocina. Ratos Wistar 

foram distribuídos em 5 grupos (controle normal, normal tratado com ERA, 

controle diabético, diabético pré-tratado com ERA e diabético pós-tratado com 

ERA) e tratados durante 3 semanas. Glicemia, peso corpóreo, perfis enzimáticos 

hepático e renal, histologia dos tecidos pancreático e hepático foram avaliados, 

além do potencial antioxidante, através da análise das enzimas catalase, 

glutationa redutase e do ensaio ORAC plasmático. O feijão preto apresentou uma 

concentração dez vezes maior de antocianinas que o feijão roxinho (0,83±0,04 e 

0,08±0,01 mg equivalentes cianidina 3-glicosídeo/g). Após a digestão in vitro, as 

antocianinas não foram detectadas, os fenóis totais dos extratos de feijão preto e 

roxinho tiveram reduções respectivas de 75% e 52%. Os taninos condensados 

apresentaram redução de 90% em ambos os extratos. Na análise dos flavonoides, 

a concentração do feijão roxinho permaneceu inalterada e o feijão preto 
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apresentou redução de 21%. O feijão roxinho apresentou maior capacidade de 

neutralização do radical ABTS que o feijão preto, com respectivos 21,9±0,5 e 

17,4±0,1 µM equivalentes Trolox/g. A digestão in vitro não afetou a capacidade 

antioxidante dos extratos analisados por este método. No ensaio ORAC, os feijões 

apresentaram aumento da capacidade antioxidante com 43,2% e 32,6% para os 

feijões preto e roxinho, respectivamente. Delfinidina 3-glicosídeo, petunidina 3-

glicosídeo e malvidina 3-glicosídeo foram identificadas no ERA. A digestão 

provocou decréscimo de 90% na concentração das antocianinas e de 45% nos 

fenóis totais. A atividade antioxidante no ensaio TEAC foi reduzida em 28% e no 

ensaio ORAC em 35%. O ensaio in vivo mostrou os efeitos protetores do ERA 

apenas no grupo pré-tratado, com melhora dos níveis da glicemia e ganho de 

peso. Neste mesmo grupo, alterações pancreáticas, hepáticas e renais foram 

menos acentuadas do que nos outros grupos diabéticos. O tratamento com ERA, 

subsequente à indução do Diabetes não reduziu os danos teciduais, as alterações 

biológicas ou melhorou o estado geral dos animais. Neste modelo experimental, o 

pré-tratamento com ERA reduziu os danos causados pelo Diabetes induzido por 

estreptozotocina. 

 

Palavras-chave: Feijão, antocianinas, diabetes, antioxidantes, digestão in vitro 
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ABSTRACT 

The food intake rich in bioactive compounds is associated with a reduced risk of 

chronic diseases. Different mechanisms are involved, especially through their 

antioxidant potential. The goal of this study was to determine the antioxidant 

activity and the concentrations of different bioactive compounds present in extracts 

of black and small red beans seed coats and to evaluate the antioxidant and 

antidiabetic properties of anthocyanin-rich extracts from black bean seed coats 

(ERA). Black and small red beans extracts were subjected to in vitro digestion and 

evaluated through analyzes of total phenolics, total flavonoids, condensed tannins, 

monomeric anthocyanins and antioxidant activity by two different methods. In ERA, 

anthocyanins have been identified and quantified by high performance liquid 

chromatography coupled to mass spectrometry. Monomeric anthocyanins, total 

phenolics and antioxidant activity through TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant 

Capacity) and ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) assays were also 

assessed, before and after in vitro digestion. At the in vivo assay, the effect of ERA 

administration was investigated in rats with streptozotocin-induced diabetes. Wistar 

rats were distributed into 5 groups (normal control, normal treated with ERA, 

diabetic control, diabetic pre-treated with ERA and diabetic post-treated with ERA) 

and treated for 3 weeks. Blood glucose, body weight, liver and kidney enzyme 

profiles, pancreas and liver tissue histology were evaluated, as well as the 

antioxidant potential through analysis of catalase, glutathione reductase, and 

ORAC plasmatic assay. Black beans showed tenfold higher concentrations of 

anthocyanins than small red beans (0.83±0.04 e 0.08±0.01 mg cyanidin 3-

glucoside equivalent/g). After in vitro digestion, anthocyanins could not be 

detected, and total phenols of black and small red beans have respective 

reductions of 75% and 52%. Condensed tannins decreased by 90% in both 

extracts. On the flavonoids analysis, while the concentration in small red beans 

remained unchanged, black beans showed a reduction of 21% in their 

concentration. Small red beans showed higher ABTS radical scavenging capacity 
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than black beans, with respective 21.9±0.5 and 17.4±0.1 µM Trolox equivalents/g 

of bean. In vitro digestion did not affect the antioxidant activity of the analyzed 

extracts by this method. In the ORAC assay, both beans showed an increase in the 

antioxidant capacity, with 43.2% and 32.6% for black and small red beans, 

respectively. Delphinidin 3-glucoside, petunidin 3-glucoside and malvidin-3-

glucoside were identified in ERA. Digestion triggered a decrease of 90% in 

monomeric anthocyanins concentration and of 45% in total phenolic contents. The 

TEAC assay antioxidant activity was reduced by 28% and the ORAC one by 35%. 

The in vivo assay showed protective effects of ERA only in the pre-treated group, 

with improvement of the glycemia levels and the weight gain. Also for the same 

group, pancreatic, hepatic and renal changes were less marked than in the others 

diabetics groups. ERA treatment subsequent to the induction of diabetes did not 

reduce the tissue damages, the biological alterations or improve the animals’ 

general state. In this experimental model, pre-treatment with ERA reduced the 

damages caused by streptozotocin induced diabetes. 

 

Keywords: Bean, anthocyanins, antioxidants, diabetes, in vitro digestion  
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TEAC capacidade antioxidante equivalente a Trolox ou Trolox 

equivalent antioxidant capacity 

TF   total flavonoid 

TP   total phenol 

TROLOX  ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico 

 

xxvi 
 



INTRODUÇÃO GERAL 

O feijão (Phaseolus vulgaris) é um dos mais antigos alimentos cultivados 

nas Américas e um componente indispensável na dieta brasileira. O Brasil é o 

maior produtor mundial deste grão (MAPA, 2014), que representa uma fonte 

importante de carboidratos e proteínas (Lin et al., 2008). Além destes nutrientes, o 

feijão é rico em compostos bioativos como ácidos fenólicos e flavonoides, 

concentrados principalmente em suas cascas, sendo que as variedades de 

coloração vermelha e preta podem conter antocianinas (Oomah et al., 2010; Xu & 

Chang, 2009; Lin et al., 2008; Jordheim et al., 2006). Em razão desse perfil 

químico, são inúmeros os trabalhos que avaliaram a atividade antioxidante tanto 

nos grãos como nas cascas do feijão (Akond et al., 2011; Akillioglu & Karakaya, 

2010; Oomah et al., 2010; Xu & Chang, 2009). 

Os organismos aeróbicos estão constantemente expostos aos compostos 

oxidantes gerados tanto nas condições fisiológicas, como provenientes do meio 

externo. Estes compostos são potencialmente deletérios, pois podem causar 

danos aos constituintes celulares e, em determinadas condições, contribuir para o 

desenvolvimento de uma série de doenças crônicas, incluindo o Diabetes. Ainda 

que os organismos possuam um sistema de defesa próprio formado, entre outros, 

pelas enzimas antioxidantes, alimentos que sejam fonte de compostos com 

atividade antioxidante podem apresentar potencial benéfico aos seres humanos 

(Finkel & Holbrook, 2000). 

O Diabetes Mellitus é uma doença reconhecida por inúmeras alterações 

metabólicas, cuja principal característica é a hiperglicemia crônica, resultante de 

defeitos na secreção e/ou ação da insulina. Embora possa se apresentar sob 

diferentes formas, as principais são o Diabetes tipo 1 (DT1) e o tipo 2 (DT2). 

Enquanto que o DT1 é responsável por 5 a 10% dos casos e é caracterizado pela 

destruição das células β do pâncreas, o DT2 representa aproximadamente 90% 
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dos casos e resulta da resistência à insulina associada à deficiência relativa deste 

hormônio (ADA, 2013). 

A maior preocupação com os pacientes diabéticos advém das complicações 

que ocorrem em longo prazo, tais como a retinopatia que pode levar à cegueira, a 

nefropatia com risco de insuficiência renal crônica e a arteriopatia periférica, que 

pode provocar úlceras nos membros inferiores e amputações. As pessoas com 

diabetes também apresentam aumento na incidência de infarto do miocárdio e 

acidente vascular cerebral. Além disso, alterações no metabolismo dos lipídeos e 

a elevação da pressão arterial também são frequentes nos diabéticos (ADA, 

2013).  

A associação entre as complicações diabéticas e o estresse oxidativo já é 

reconhecida. O estresse oxidativo é definido como um desequilíbrio entre a 

produção espécies reativas de oxigênio (EROs) e o sistema antioxidante. De fato, 

a hiperglicemia crônica, através de diferentes mecanismos como, por exemplo, a 

auto-oxidação da glicose e a formação de produtos de finais de glicação 

avançada, leva a alterações bioquímicas que resultam em aumento das EROs 

(Bonnefont-Rousselot, 2002). 

As EROs são neutralizadas pelos antioxidantes e compreendem compostos 

radicalares como o anion superóxido (O2
•-), os radicais hidroxila (OH•), alcoxila 

(RH•) e peroxila (ROO•) e também espécies não radicalares como o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e o oxigênio singlete (1O2) (Sies e Stahl, 1995). O sistema 

antioxidante, por sua vez, pode ser endógeno ou exógeno. Enquanto que as 

enzimas superóxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa 

redutase compõem o quadro dos antioxidantes endógenos, os exógenos são 

provenientes dos alimentos, destacando-se as vitaminas, os carotenoides e os 

compostos fenólicos (Young & Woodside, 2001). 
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O consumo dos compostos fenólicos está relacionado com a redução do 

risco de doenças crônicas como Diabetes, doenças cardiovasculares e 

neurodegenerativas, além de alguns tipos de câncer (Pandey & Risvi, 2009). A 

característica fundamental destes compostos é a presença de, no mínimo, um 

anel aromático hidroxilado em sua estrutura. O grupamento fenol é o principal 

responsável por suas propriedades antioxidantes, uma vez que pode transferir um 

elétron a um radical livre, convertendo-se em um radical fenil relativamente estável 

e interromper as reações de oxidação em cadeia, causadoras de danos aos 

componentes celulares. Os compostos fenólicos estão distribuídos em diferentes 

grupos, destacando-se entre eles os flavonoides e os ácidos fenólicos (Pandey & 

Risvi, 2009; Rice-Evans et al., 1997).  

Os flavonoides compreendem o maior grupo dos compostos fenólicos, 

sendo que mais de 9000 diferentes estruturas já foram identificadas. Na maioria 

das vezes, os flavonoides se apresentam na forma glicosilada, o que lhes confere 

maior estabilidade. Em função de suas variações estruturais, os principais 

flavonoides são divididos em subgrupos: flavonóis (quercetina, miricetina e 

kaempferol), flavonas (luteolina e apigenina), flavanóis (catequina, epicatequina), 

flavanonas (naringenina), antocianidinas (cianidina, delfinidina), isoflavonas 

(genisteína) e chalconas (buteína) (Gnanavinthan, 2013; Bueno et al., 2012; 

Pandey & Risvi, 2009).  

As antocianinas (ANTs) são pigmentos flavonoicos, encontrados 

principalmente na forma de heterosídeos (antocianidina + açúcar) e responsáveis 

pelas cores vermelha, roxa e azul de um grande número de frutas, vegetais, grãos 

e flores. Inúmeros trabalhos in vitro reportam as propriedades antioxidantes das 

ANTs, como recentemente revisado por Sancho e Pastore (2012). Entretanto, 

estes compostos apresentam baixa biodisponibilidade e são instáveis nas 

condições de pH intestinal (Correa-Betanzo et al., 2014; Sancho & Pastore, 2012). 

Desta forma, a atividade antioxidante reportada nestes estudos in vitro, pode ser 

inferior à real atividade no organismo. 
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Adicionalmente, as ANTs apresentam propriedades antidiabéticas. De fato, 

inúmeros trabalhos, utilizando diferentes modelos experimentais de Diabetes, 

sugerem que as ANTs podem reduzir a glicemia através de mecanismos distintos, 

como a proteção de células β, a melhora da resistência à insulina e o aumento da 

secreção deste hormônio (Roy et al., 2008; Jayaprakasam et al., 2006). Os 

mecanismos de ação se relacionam provavelmente com a as propriedades 

antioxidantes destes pigmentos (Sancho & Pastore, 2012). 

O presente estudo apresenta a avaliação da atividade biológica in vitro e in 

vivo de compostos bioativos de extratos produzidos com casca de feijão, 

enfatizando suas propriedades antioxidantes e antidiabéticas, e a ação 

potencialmente benéfica das ANTs no Diabetes. 
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OBJETIVOS 

1. OBJETIVO GERAL 

Avaliação das atividades biológicas in vitro e in vivo de compostos bioativos 

de extratos produzidos com casca de feijão, enfatizando as suas propriedades 

antioxidantes e antidiabéticas. 

2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

2.1. Determinar os teores de fenóis totais, flavonoides totais, antocianinas 

(ANTs) monoméricas, taninos condensados e atividade antioxidante através dos 

métodos ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) e da capacidade de 

neutralização do radical ABTS (2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfônico)) dos extratos das cascas de feijão preto e roxinho antes e após a 

digestão in vitro. 

2.2. Identificar e quantificar as ANTs de um extrato rico em ANTs de feijão 

preto (ERA) por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrômetria 

de massas (CLAE-EM/EM). 

2.3. Determinar os fenóis totais, as ANTs monoméricas e a atividade 

antioxidante por meio dos métodos TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) 

e ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) do ERA submetidos ou não à 

digestão in vitro. 

2.4. Avaliar a ingestão de ração, a evolução de peso e a glicemia de ratos 

Wistar com diabetes experimental induzido por estreptozotocina e tratados com 

ERA. 

2.5. Analisar o perfil bioquímico hepático e renal, bem como a atividade das 

enzimas antioxidantes catalase e glutationa redutase dos animais. 
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2.6. Investigar as possíveis alterações nos tecidos hepático e pancreático 

dos animais. 

2.7. Determinar a atividade antioxidante plasmática através do método 

ORAC.  
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EVALUATION OF THE EFFECTS OF ANTHOCYANINS IN TYPE 2 

DIABETES 

 

 

 

 

Reproduced from Renata A. Soriano Sancho & Glaucia Maria Pastore (2012) 

Evaluation of the effects of anthocyanins in type 2 diabetes. Food Research 

International. 46, 378-386. Copyright © (2011), with permission from Elsevier 

(License number: 3517250133809). 
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ABSTRACT 

The number of cases of type 2 diabetes (T2D) is increasing worldwide. This 

disease can be characterized by insulin resistance and pancreatic β cell 

dysfunction, which lead to macro- and microvascular complications. Anthocyanins 

are flavonoids that occur naturally in plants and are responsible for their color. 

Studies with cell lines and animal models and clinical trials in humans suggest that 

anthocyanins exhibit antidiabetic properties. However, variation in the structure of 

anthocyanins makes it difficult to determine their effects on T2D. Understanding 

the absorption and metabolism of anthocyanins is important for understanding their 

role in the improvement of this disease. Published data suggest that anthocyanins 

may lower blood glucose by improving insulin resistance, protecting β cells, 

increasing secretion of insulin and reducing digestion of sugars in the small 

intestine. The mechanisms of action are primarily related to their antioxidant 

properties, but enzymatic inhibition and other pathways may also be relevant. 

 

Keywords: anthocyanin, type 2 diabetes, oxidative stress, insulin, β cells  
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1. Introduction 

The improvement of living conditions has contributed to the increased 

longevity of people worldwide. As a result, population aging is no longer a 

phenomenon restricted to developed countries. Medical advances have decreased 

the impact of infectious diseases, and chronic degenerative diseases (CDDs), such 

as diabetes mellitus, cardiovascular disease, Alzheimer's and Parkinson's, have 

become more important in the context of health. 

Unlike infectious diseases, CDDs are multifactorial and often develop 

through exposure to different risk factors and unhealthy lifestyles. 

The incidence of diabetes is increasing worldwide. The number of people 

with diabetes will increase from 171 million in 2000 to a projected 366 million in 

2030. Brazil is among the 10 countries with the greatest number of people with 

diabetes and is expected to rank sixth in the year 2030, with a projected total of 

11.3 million people with the disease (Wild, Roglic, Green, Sicree, & King, 2004). 

An inadequate diet is a risk factor for the development of CDD. However, a 

proper diet can prevent or delay the manifestation of disease or improve the 

condition of individuals with an established disease. The benefits associated with a 

healthy diet are due, at least in part, to higher concentrations of antioxidants found 

in fruits and vegetables, such as carotenoids, tocopherols, ascorbate and 

polyphenols (Ames, Shigena, & Hagen, 1993; Nöthlings et al., 2008). 

Anthocyanins (ANTs) are pigments widely found in fruits and vegetables 

and, therefore, often consumed in a normal diet. Interest in this important class of 

flavonoids has been growing in the scientific community due to recent evidence of 

their beneficial effects on health. Numerous publications have reported the 

antioxidant effects of ANTs (Kähkönen & Heinonen, 2003), such as vasoprotective 

(Xu, Ikeda, & Yamori, 2004), anti-inflammatory, anticarcinogenic (Seeram, 2008), 
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antiobesity (Tsuda, Horio, Uchida, Aoki, & Osawa, 2003) and antidiabetic effects 

(Takikawa, Inoue, Horio, & Tsuda, 2010). 

This paper aims to review and discuss the current knowledge of the effects 

of ANT on CDD, specifically in type 2 diabetes mellitus. 

2. Chemical structure and antioxidant action of anthocyanins 

ANTs, which belong to the flavonoid class, are secondary metabolites of 

higher plants and are responsible for the blue, red and purple colors of fruits, 

vegetables and flowers. They are water-soluble poly-hydroxy and methoxy poly-

glycosides derived from 2-phenylbenzopyrylium (flavylium cation). 

Individual differences in ANTs are related to the number of hydroxyl groups; 

the nature, number and position of sugars linked to the molecule; and the presence 

of aliphatic or aromatic acids attached to the sugar molecule. Most ANTs is derived 

from six anthocyanidins (aglycones): cyanidin, delphinidin, petunidin, peonidin, 

malvidin and pelargonidin (Fig. 1). Glycosylation and acylation alter the physical 

and chemical properties of ANT and increase its stability (Brouillard, Iacobucci, & 

Sweeny, 1982; Cevallos-Casals & Cisneros-Zevallos, 2004; He & Giusti, 2010; 

Kong, Chia, Goh, Chia, & Brouillard, 2003). The structure and color of ANT are 

dependent on pH and copigmentation. In solution, ANTs consist of four molecular 

forms in equilibrium: flavylium cation (red), quinoidal base (violet), hemiacetal base 

and chalcone (both colorless). The quantity of these forms depends on pH; they 

are in the cation flavylium form only below pH 2 (Clifford, 2000; Lapidot, Harel, 

Akiri, Granit, & Kanner, 1999; Mazza & Brouillard, 1987; Prior & Wu, 2006). 

The most important function of ANTs is to give color to vegetables. 

However, they can also act as antioxidants (Kong et al., 2003), which has been 

demonstrated under different experimental conditions. 
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Fig. 1 - Structures of anthocyanins. 

ANTs have the ability to capture radical ABTS•+, DPPH•, peroxyl radicals 

and oxygen peroxide (Awika, Rooney, & Waniska, 2005; Ehlenfeldt & Prior, 2001; 

Kähkönen & Heinonen, 2003; Moyer, Hummer, Finn, Frei, & Wrolstad, 2002; 

Philpott, Gould, Lim, & Ferguson, 2004; Prior et al., 1998; Stintzing & Carle, 2004; 

Tsuda, Shiga, Ohshima, Kawakishi, & Osawa, 1996) and to inhibit the oxidation of 

liposomes and human LDL in vitro (Heinonen, Meyer, & Frankel, 1998; Kähkönen 

& Heinonen, 2003; Satué-Gracia, Heinonen, & Frankel 1997). 

In vivo, ANT has been shown to have antioxidant activity under conditions of 

acute stress (Tsuda, Horio, Kitoh, & Osawa, 1999b); to restore the serum levels of 

malondialdehyde (MDA), antioxidant enzyme superoxide dismutase (SOD) and 

catalase (Roy, Sen, & Chakraborti, 2008; Nizamutdinova et al., 2009); and to 

increase plasma antioxidant capacity (Leite, Malta, Riccio, Eberlin, Pastore, & 

Maróstica, 2011). Humans studies have confirmed that ANT may increase 

postprandial serum antioxidant status in healthy men after consumption of a high 

fat diet (Kay & Holub, 2002), improve the capacity of resistance to oxidative 

damage after acute stress and reduce oxidative damage to DNA in elderly women 

and men (Traustadóttir et al., 2009). However, in one study of healthy men, ANT 

did not decrease plasma levels of MDA, but increased the level of the reduced 

glutathione and lowered the amount of oxidative damage to DNA (Weissel et al., 

2006). 
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2.1. Absorption, metabolism and bioavailability of anthocyanins 

Human and animal models studies have shown that ANTs are rapidly 

absorbed as glycosides in the stomach and small intestine, mainly in the jejunal 

portion. This behavior differs from most other flavonoid glycosides, which have 

their sugar moiety removed by glycosidases before being absorbed. However, the 

percentage of absorption appears to be low and the absorption mechanisms can 

be saturated with high doses of ANT (Bitsch, Netzel, Frank, Strass, & Bitsch, 2004; 

Bub, Watzl, Heeb, Rechkemmer, & Briviba, 2001; Cao, Muccitelli, Sánchez-

Moreno, & Prior, 2001; Ichiyanagi et al., 2004; Kalt et al., 2008; Matuschek, 

Hendriks, McGhie, & Reynolds, 2006; Mazza, Kay, Cottrell, & Holub, 2002; 

Passamonti, Vrhovsek, Vanzo, & Mattivi, 2003; Scalbert & Williamson, 2000; 

Talavéra et al., 2003; Talavéra et al., 2004; Wu, Cao, & Prior, 2002). Additionally, 

the food matrix significantly affects the absorption of ANT (Yang, Koo, Song, & 

Chun, 2011). In vitro (Yi, Akoh, Foscher, & Krewer, 2006), in vivo (Tavalera et al., 

2004; Wu, Pittman, Mckay, & Prior, 2005) and human studies (Charron et al., 

2009) have shown that the properties of the aglycon and sugar and the presence 

of acylation influence the absorption and metabolism of ANT. 

Similarly to other flavonoids, part of ANT is metabolized primarily through 

conjugation with glucuronic acid and also by methylation reactions (Walle, 2004). 

Several studies have confirmed these pathways in vitro (Woodward, Needs, & Kay, 

2010), in animal models (Ichiyanagi et al., 2004; Tavalera et al., 2004; Wu et al., 

2005) and in humans (Bitsch et al., 2004; Ohnishi et al., 2006; Tian, Giusti, Stoner, 

& Schwartz, 2006; Wu et al., 2002). Conjugation with sulfate, usually found in other 

flavonoids, was also evident for ANT in humans. However, the studies were few, 

and very low concentrations were found (Felgines et al., 2003; Felgines, Talavera, 

Texier, Gil-Izquierdo, Lamaison, & Rémésy, 2005). The colonic microflora plays a 

major role in metabolism. ANT reaches the colon in two ways: by not being 

absorbed in the stomach and small intestine or by being excreted in bile after 

absorption (Kay, 2006; Prior & Wu, 2006). After reaching the colon, ANTs are 
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subject to hydrolysis to release the sugar moiety and the aglycon, which can be 

degraded to form phenolic acids that are susceptible to resorption (Forester & 

Waterhouse, 2010; Keppler & Humpf, 2005; Manach, Scalbert, Morand, Rémésy, 

& Jiménez, 2004; McGhie & Walton, 2007; Nurmi et al., 2009; Tsuda, Horio, & 

Osawa 1999). Similar metabolic events have also been observed in other classes 

of flavonoids (Rechner, et al., 2002; Walle, 2004). 

The elimination route for ANTs depends on how and where they are 

metabolized (Kay, 2006). Although the percentage of ANTs excreted in the urine is 

low (Bitsch et al., 2004; Bub et al., 2001; Cao et al., 2001; McGhie, Ainge, Barnett, 

Cooney, & Jensen, 2003; Tian et al., 2006; Wu et al., 2002; Wu et al., 2005), the 

excretion of metabolites produced in the colon can be important (Kay, 2006). While 

ANTs are eliminated in feces (Del Bò et al., 2010; He, Magnuson, & Giusti, 2005), 

the significance of this route remains unknown (Manach et al., 2004). 

Several studies have reported the low bioavailability of ANT (Bitsch et al., 

2004; Felgines et al., 2003; Felgines et al., 2005; Wu et al., 2002), which may be 

due to its chemical structure (Yi et al., 2006); excretion in feces; instability at 

neutral pH (Prior et al., 2006); or metabolism by colonic microflora (Aura et al., 

2005), intestinal mucosa and liver, which result in degradation of the molecule (Bub 

et al., 2001). Conversely, a high bioavailability of ANT was suggested in a recent 

study, in which pigs that received moderate doses of ANT for four weeks showed 

the same accumulation of ANT in different tissues but none in plasma and urine 

(Kalt et al., 2008). 

While reports of the low bioavailability of ANT are common, new research 

shows that some of the beneficial effects of ANT may be related to the products 

formed during metabolism, such as protocatechuic acid, the main metabolite of 

ANT in humans. The phenolic acids, due to their larger chemical and 

microbiological stability, may also be responsible for the antioxidant and other 

physiological effects observed after the consumption of ANT (Forester & 
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Waterhouse, 2009; 2010; Keppler & Humpf, 2005; Vitaglione et al., 2007; Wang, 

Wei, Yan, Jin, & Ling., 2010). 

2.2. Properties of anthocyanin-related type 2 diabetes 

Type 2 diabetes (T2D) is associated with impaired insulin secretion and 

insulin resistance, which lead to chronic hyperglycemia, increased oxidative stress 

and glycated hemoglobin (Hb A1c), caused by the glycation of proteins (Bonina et 

al., 2002; Jain, McVie, Duett, & Herbst, 1989; Tourrel, et al, 2002). Combined, 

these metabolic changes contribute to a greater morbidity and mortality, mainly 

due to long-term complications. The main complications of this disease are 

macrovascular changes that can lead to myocardial infarction, stroke and 

peripheral vascular disease and microvascular changes that are responsible for 

retinopathy, nephropathy and neuropathy (Donnelly, Emslie-Smith, Gardner, & 

Morris, 2000). 

Several experiments have demonstrated the antidiabetic properties of ANTs, 

which are attributed to multiple and simultaneous effects of these bioactive 

compounds, including reducing blood glucose, glucosuria and Hb A1c; preventing 

free radical production; increasing insulin secretion; and improving insulin 

resistance (Ataie-Jafari, Hosseini, Karimi, & Pajouhi, 2008; Grace et al., 2009; 

Guo, et al. 2007; Iwai, Onodera, & Matsue, 2004; Jayaprakasam, Vareed, Olson, & 

Nair, 2005; Roy et al., 2008; Sugimoto, Igarachi, Kubo, Molineux, & Kubomura, 

2003; Takikawa et al., 2010; Tsuda, Horio, Kitoh, & Osawa, 1999). 

However, some studies with healthy, non-diabetic humans revealed that 

ANT did not alter blood glucose or plasma insulin concentrations (Basu et al., 

2009; Chambers, & Camire, 2003; Kelley, et al., 2006;), perhaps because it 

requires the presence of pre-existing metabolic disorders for which these 

compounds have an effective action.The properties of anthocyanin-related glucose 

metabolism and oxidative stress are presented in Table 1. 
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Table 1. Summary of anthocyanin effects on glucose metabolism and oxidative stress. 

Anthocyanin source Model Effect Reference 

CY-3-glucoside Male Wistar rats/ liver ischemia-
reperfusion injury 

protective effect against oxidative stress Tsuda et al., 1999b 

    

Plants crude ANT extracts  In vitro ↓ α-glucosidase activity Matsui et al., 2001a 

    

Red flowers and roots of purple sweet 
potato 

In vitro ↓ α-glucosidase activity Matsui et al., 2001b 

    

Freeze-dried wild blueberrie powder Healthy adults/ high-fat meal ↑ serum antioxidant status Kay & Holub, 2002 

    

Purple sweet potato Male Sprague-Dawley rats ↓ α-glucosidase activity Matsui et al., 2002 

↓ plasma insulin 

    

Cranberry juice concentrate powder Diabetics adults  no effect on fasting plasma glucose,        
Hb A1c 

Chambers & Camire, 
2003 

    

CY-3-glucoside-rich purple corn color  Male C57BL/6J mice/ high fat 
diet 

↓ plasma insulin Tsuda et al., 2003 

↓ plasma glucose 

↓ insulin resistance (↑ adipose tissue TNF-
α expression) 

    

Boysenberry juice concentrate (CY-3-
glucosylrutinoside, CY-3-diglucoside, CY-
3-glucoside) 

Male Wistar rats/STZ- T2D ↓ oxidative stress markers (TBARS) Sugimoto et al., 2003 
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Table 1. Summary of anthocyanin effects on glucose metabolism and oxidative stress (continued). 

Anthocyanin source Model Effect Reference 

Tart cherries Male Dahl-SS rats ↓ fasting plasma glucose Seymor et al., 2008 

↓ plasma insulin 

↑ antioxidant capacity  

    

Sour cherry juice Diabetics women  ↓Hb A1c Ataie-Jafari et al., 2008 

    

Black chokeberry fruit extract (CY-3-
galactoside, CY-3-arabinoside, CY-3-
xyloside, CY-3-glucoside and others 
polyphenols) 

Male Wistar rats/low dose of STZ 
+ diet fructose and saturated fat 

↓ plasma glucose Jurgoński et al., 2008 

↓ plasma oxidative stress markers 
(TBARS)  
↑ antioxidant enzymes activities (SOD)  

    

Pelargonidin Male Wistar rats/ STZ- T2D ↓ insulin resistance Roy et al., 2008 

↑ insulin secretion 

↓ plasma glucose 

↓ plasma oxidative stress markers (MDA 
and fructosamine) and ↑ antioxidant 
enzymes activities (SOD and CAT) -         
↓ Hb A1c 

    

Strawberry freeze-dried powder Women with metabolic syndrome ↓ serum oxidative stress markers (MDA, 
ox-LDL, 4-hydroxynonenal) 

Basu et al., 2009 

no significant differences in fasting glucose 
level 
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Table 1. Summary of anthocyanin effects on glucose metabolism and oxidative stress (continued). 

Anthocyanin source Model Effect Reference 

ANT-rich lowbush blueberry formulation  
(delphinidin-3-glucoside, malvidin-3-
glucoside)  

Male C57BL/6J mice/very high fat 
diet 

↓ plasma glucose (malvidin-3-glucoside 
was the active hypoglycemic agent) 

Grace et al., 2009 

    

Whole blueberry freeze-dried  powder Male C57BL/6 mice/high fat diet ↓ insulin resistance (↓ adipose tissue TNF-
α, MCP-1 and IL-6 expression) 

DeFuria et al., 2009 

↑ adipose tissue antioxidants enzymes 
gene expression (GPX) 
no effect on modest hyperinsulinemia 

    

Tart cherry powder Male Zucker fatty rats ↓ fasting plasma glucose Seymor et al., 2009 

↓ plasma insulin 

↓ insulin resistance (↓ IL-6 and TNF-α 
mRNA retroperitoneal fat expression and ↓ 
plasma IL-6 and TNF-α) 

    

Whole blueberries, strawberries, Concord 
grape or black raspberry freeze-dried 
powders or strawberries or blueberries 
purified ANT 

Male C57BL/6 mice/high fat diet no changes in glucose levels 
↓ MCP-1 

Prior et al., 2009 

    

Black soybean ANT (CY-3-glucoside, 
delphinidin-3-glucoside and petunidin-3-
glucoside) 

Male Sprague-Dawley rats/ STZ-
T2D 

↓ plasma glucose ↑ plasma insulin  Nizamutdinova et al., 
2009 ↓ insulin resistance (↑expression of 

GLUT4 in muscle tissue) 
 ↓ oxidative stress markers (MDA) and 
↑antioxidant enzymes activities in 
pancreas (SOD and CAT) 
protection of β cells against ROS 
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Table 1. Summary of anthocyanin effects on glucose metabolism and oxidative stress (continued). 

Anthocyanin source Model Effect Reference 

Blueberry extract, blueberry juice,  
whole blueberry freeze-dried powder 

Male C57BL/6 mice/high fat diet ↓ fasting plasma glucose Prior et al., 2010 

  ↑ function of  β cells  

ANT-rich bilberry extract Male KK-Ay mice ↓ plasma glucose Takikawa et al., 2010 

  

↓ insulin resistance (activation of AMPK →    
↑ adipose tissue and skeletal muscle 
GLUT4 expression, ↓ liver glucose 
production; ↓ mesenteric adipose tissue 
RBP4 expression) 

 

    

Vaccinium arctostaphylos fruit extract  Male Wistar rats/aloxan-T2D ↓ plasma glucose Feshani et al., 2011 

↑ insulin and GLUT4 expression 

↓ α-glucosidase activity 

↑ red blood cells antioxidant enzymes 
activities (SOD, CAT and GPX) 

    

Chinese bayberry extract INS-1 cells and primary islets from 
ICR mice 

inhibition of the H2O2-induced apoptosis of 
β cells 

Zhang et al., 2011 

protection of β cells against ROS 
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2.2.1. Oxidative stress 

Diabetes is associated with oxidative stress resulting from an imbalance 

between the production of free radicals and/or reactive oxygen species and the 

antioxidant systems of the body. The increase in free radicals can occur in 

hyperlipidemic and hyperglycemic states (Baynes & Thorpe, 1999; Bonina et al., 

2002). Therefore, the inhibition or reduction of oxidative processes, as additional 

therapy, can prevent or delay the onset of complications associated with diabetes 

(Bonina et al., 2002). This prevention can be accomplished with the use of 

antioxidants and also through the increased expression of antioxidant enzymes; 

the administration of ANT can be effective in such circumstances (Feshani et al., 

2011; Sugimoto et al., 2003). 

A number of experiments in animal models indicate that the elevation of 

thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), of MDA and oxidized glutathione 

as well as decreased concentrations of SOD and catalase are indicators of lipid 

oxidation and antioxidant enzymes in the diabetic state (Guo et al., 2007; Roy et 

al., 2008; Sugimoto et al., 2003). 

Oxidative stress induced by ischemia-reperfusion leads to increased 

concentrations of TBARS and lower levels of reduced glutathione. A diet containing 

0.2% cyanidin-3-glucoside was shown to reduce the plasma levels of TBARS and 

increase hepatic concentrations of reduced glutathione in rats (Tsuda, Horio, Kitoh, 

& Osawa, 1999). 

A study with streptozotocin (STZ)-induced diabetic Wistar rats showed that 

the administration of a diet containing 0.1% mulberry anthocyanins reduced liver 

concentrations of oxidized glutathione and tended to reduce TBARS levels 

(Sugimoto et al., 2003). 
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Sprague-Dawley rats fed a diet with 0.5% of black rice ANT-rich extract 

have reduced oxidative stress presenting lower blood concentrations of TBARS 

and reduced glutathione (Guo et al., 2007). 

Dietary supplementation with 0.2% chokeberry fruit extract resulted in 

sufficient antioxidant activity to normalize the concentrations of TBARS in the liver, 

kidneys and lungs of pre-diabetic Wistar rats. However there were no significant 

changes in SOD activity (Jurgoński, et al., 2008). 

The plasma antioxidant status of Dahl-SS rats, measured by a total 

antioxidant status (TAS) assay, was restored by a diet supplemented with 1% 

freeze-dried whole tart cherry powder for 90 days (Seymour et al., 2008).  

STZ-induced diabetic Wistar rats treated with one i.p. injection of 

pelargonidin at a dose of 3 mg/kg body weight showed a restoration of depleted 

serum levels of the enzymes SOD and catalase and normalization of the serum 

level of MDA (Roy et al., 2008). Similar results were also observed in STZ-diabetic 

rats treated with anthocyanins from black soybean seed coats (Nizamutdinova et 

al., 2009).  

Oral administration of an ethanolic extract of Vaccinium arctostaphylos fruit, 

which is rich in ANT (Nickavar & Amin, 2004), increased the concentration of 

catalase, superoxide dismutase and glutathione peroxidase in red blood cells of 

alloxan-induced diabetic Wistar rats (Feshani et al., 2010).  

After ingestion of fat diet and 100 g freeze-dried blueberry powder 

containing 1.2 g of ANT, diluted in 500 ml of water, healthy men had increased 

plasma antioxidant levels. Measurements were performed using oxygen radical 

absorbance capacity (ORAC) and total antioxidant status (TAS) (Kay & Holub, 

2002).  
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Women with metabolic syndrome had a reduction in lipid peroxidation, 

presenting lower plasma levels of MDA, oxidized LDL and 4-hydroxynoneal after 

consuming two glasses of juice made with freeze-dried strawberry powder for four 

weeks (Basu et al., 2009). 

2.2.2. β cells 

T2D development is associated with the dysfunction of pancreatic β cells 

and insulin resistance (IR). Although β cells can compensate for IR by secreting 

greater amounts of insulin, insufficient compensation leads to hyperglycemia, 

which can generate reactive oxygen species (ROSs) through glycation reactions, 

causing apoptosis of β cells (Ahrén, 2005; Hunt, Smith, & Wolff, 1990; Kaneto et 

al., 1996; 1999). The expression of antioxidant enzymes such as catalase, SOD 

and glutathione peroxidase is very low in pancreatic islets. Thus, β cells are highly 

vulnerable to oxidative stress (Evans, Goldfine, Maddux, & Grodsky, 2003; Tiedge, 

Lortz, Drinkgern, & Lenzen, 1997). Because ANTs are able to reduce oxidative 

stress through their antioxidant action, this group of compounds may protect β cells 

(Roy et al., 2008). 

Different in vitro and in vivo studies have associated decreased 

hyperglycemia with the protection that ANTs exert on β cells through their 

antioxidant and modulator action (Jurgońki et al., 2008; Martineau et al., 2006; 

Nizamutdinova et al., 2009; Roy et al., 2008; Zhang et al., 2011). Thus, the use of 

ANTs may be relevant in T2D therapy. 

An in vitro study with different parts of blueberry plants (Vaccinium 

angustifolium) revealed that fruit extract increased the proliferation of pancreatic β 

TC-tet cells (Martineau et al., 2006). Although the bioactive compounds have not 

been identified, one can suppose that ANTs present in this fruit are involved in the 

process (Prior et al., 1998). The same study found a decrease in apoptosis in 

PC12 cells exposed to high concentrations of glucose. Based on previous 
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evidence concerning the plasticity of β cells in the pancreas of adults (Bouwens & 

Rooman, 2005), the increase in β cell proliferation and decrease apoptosis 

resulting from this fruit extract may indicate a potential anti-diabetic effect that 

merits investigation.  

Cornelian cherry anthocyanins were able to protect the pancreatic islets of 

C57BL/6 CB mice. This mice lineage is susceptible to obesity and diabetes 

induced by diet. When subjected to a high fat diet with ANT supplementation, the 

islet structure was preserved and insulin secretion was increased (Jayaprakasam 

et al., 2006). 

Treatment with ANTs from black soybean seed coats prevented the 

apoptosis of β cells through modulation of proteins associated with apoptosis. 

There was a downregulation of caspase 3 and Bax, which are pro-apoptotic 

proteins, and an increased expression of Bcl2 that presents antiapoptotic activity 

(Nizamutdinova et al., 2009). 

C57BL/6J mice showed increased β-cell function, which was assessed by 

HOMA-BCF score, after 75 days of consumption of water containing purified ANT 

(0.2 mg / mL) (Prior et al., 2010). 

ANTs from Chinese bayberry extract protected pancreatic β INS-1 cells and 

primary islets from damage induced by H2O2 (Zhang et al., 2011). The protective 

effect was time- and dose-dependent and was obtained by increasing the 

expression of heme oxygenase 1 (HO-1), which has been previously shown to 

have a cytoprotective action in β cells (Pileggi et al., 2001). 

2.2.3. Insulin secretion 

Insulin maintains blood glucose within appropriate values by increasing 

glucose uptake in adipose tissue and muscle and inhibiting glucose production in 

the liver. In T2D, insulin secretion may be impaired due to the dysfunction of β cells 
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(Ahrén, 2005). Sulfonylurea derivatives increase insulin secretion and are related 

to the reduction of microvascular complications found in diabetic patients. 

However, this type of treatment can lead to hypoglycemia (Stumvoll, Goldstein, & 

van Haeften, 2005). Therefore, the search for natural compounds that increase 

insulin secretion is appealing, and some studies have revealed that ANT may be 

an insulin secretagogue (Jayaprakasam et al., 2005; Nizamutdinova et al., 2009; 

Roy et al., 2008). 

A study comparing the effects of different ANTs and anthocyanidins on 

insulin secretion in INS-1 832/13 cells found that delphinidin-3-glucoside had 

greater action that cyanidin-3-glucoside, which in turn was more efficient than 

pelargonidin-3-galactoside. These results suggest that the number of hydroxyl 

groups in the B ring of the molecule can influence the ability of ANT to secrete 

insulin. Only pelargonidin showed secretagogue activity when anthocyanidins were 

tested (Jayaprakasam et al., 2005). Moreover, there were no significant differences 

in insulin concentration of β TC-tet cells incubated with Vaccinium angustifolium 

fruit extract, which is rich in ANT (Martineau et al., 2006).  

Increased insulin secretion was also observed in STZ-induced diabetic 

Wistar rats that received one dose of pelargonidin-3-glucoside (Roy et al., 2008). 

Similar results were obtained in STZ-induced diabetic Sprague-Dawley rats that 

received ANT extracted from black soybean (Nizamutdinova et al., 2009). 

Increased insulin expression was observed in pancreatic and cardiac cells of 

alloxan-induced diabetic Wistar rats that were treated with extract of Vaccinium 

arctostaphylos. Although the mechanism is unclear, the authors attribute the 

increased expression to stimulation of β-cells and/or an increased release of insulin 

from the remnant β-cells (Feshani et al., 2011). 
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2.2.4. Insulin resistance 

The reduction in glucose uptake stimulated by insulin (insulin resistance) is 

one of the hallmarks of T2D. Hyperglycemia, increased plasma levels of free fatty 

acids, oxidative stress caused by ROSs, endoplasmic reticulum stress and 

adipocyte dysfunction all have important roles in the development of this metabolic 

disease (Araki, Oyadomari, & Mori, 2003; Donath & Sheolson, 2011; Dresner et al., 

1999; Houstis, Rosen, & Lander, 2006; Tsuda, Ueno, Kojo, Yoshikawa, & Osawa, 

2005). 

When T2D is associated with obesity, fat cells undergo important changes in 

their metabolic activities (Sartipy & Loskutoff, 2003). The adipocytokines are 

biologically active molecules synthesized and secreted by adipocytes (Matsuzawa, 

2005). Examples of adipocytokines include adiponectin, which decreases in 

concentration in insulin resistance, and inflammatory molecules, such as monocyte 

chemotactic protein-1 (MCP-1), tumor necrosis factor α (TNF-α), interleukin-6 (IL-

6) and plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1). The inflammatory molecules have 

increased expression levels in T2D and likely contribute to the development of 

insulin resistance (Sasaki et al., 2007). 

Some studies have shown that anthocyanins have anti-inflammatory activity 

and can reduce the expression of TNF-α, MCP-1 and IL-6, contributing to the 

improvement of T2D (DeFuria, et al., 2009; Sasaki et al., 2007; Seymour et al., 

2009; Tsuda et al., 2003). 

C57BL/6J mice fed a high-fat diet supplemented with anthocyanin-rich food 

coloring (with a high cyanidin-3-glucoside content) had reduced blood glucose and 

TNF-α from adipose tissue. These results may be associated with improvement in 

insulin resistance (Tsuda et al., 2003). A reduction in glycemia and decreased 

expression levels of TNF-α and MCP-1 in adipose tissue were also observed in 
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KK-Ay mice fed a diet supplemented with cyanidin-3-glucoside (Sasaki et al., 

2007).  

ANT-rich black rice extract decreased insulin resistance in Sprague-Dawley 

rats fed a diet containing high fructose, which induces hyperlipidemia and 

hyperinsulinemia. The mechanism may be related to the inhibition of oxidative 

stress and improvement of the plasma lipid profile (Guo et al., 2007) because an 

increase in plasma free fatty acids can disrupt the insulin signaling (Dresner et al., 

1999). 

Zucker rats fed a high-fat diet supplemented with tart cherry powder had 

fasting reduced glycemia and insulinemia as well as improved insulin resistance 

due to a decrease in plasma levels of IL-6 and TNF-α (Seymour et al., 2009). 

C57BL/6 mice fed a high-fat diet supplemented with freeze-dried whole 

blueberry powder showed reduced levels of fasting glucose and TNF-α expression 

in adipose tissue and improved insulin tolerance test (ITT) results. However, the 

plasma concentration of fasting insulin was not reduced, indicating that the 

blueberry extract was not effective in reducing hyperinsulinemia resulting from a 

high-fat diet (DeFuria et al., 2009). Moreover, a comparison of the effects of 

supplementation with freeze-dried powders from different ANT-rich whole berries in 

hypo- and hyperlipidemic diets administered to C57BL/6J mice showed no 

changes in plasma levels of TNF-α, IL-6 and PAI-1 (Prior et al., 2009). However, in 

the same publication, another experiment with the same animal model 

demonstrated a reduction in plasma levels of MCP-1 in mice that received a high-

fat diet and drinking water supplemented with ANTs purified from blueberries. 

Administration of ANT extracted from black soybean to Sprague-Dawley rats 

raised the autophosphorylation level of insulin receptors, stimulating their activity. 

Therefore, the hypoglycemic activity attributed to ANTs can be explained, in part, 
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by the activation of insulin receptors generated by this group of flavonoids 

(Nizamutdinova et al., 2009). 

Some recent studies in animal models showed a reduction in glycemia and 

an increased expression of the glucose transporter type 4 (GLUT4), which has 

been associated with decreased insulin resistance after treatment with 

anthocyanins from different plants species (Nizamutdinova et al., 2009; Sasaki et 

al., 2007; Takikawa et al., 2010). 

GLUT4 is a protein from the glucose transporter family that is sensitive to 

insulin and is expressed mainly in muscle and adipose tissue. In the absence of 

stimulation, GLUT4 is located in the intracellular compartment. When insulin binds 

to the insulin receptor, it triggers a series of reactions that result in the translocation 

of GLUT4 to the plasma membrane, increasing glucose uptake (Bryant, Govers, & 

James, 2002) and therefore playing a key role in glucose homeostasis. 

Increased GLUT4 mRNA expression was observed in heart cells of alloxan-

induced diabetic Wistar rats treated with an extract of Vaccinium arctostaphylos 

(Feshani et al., 2011). Although the study did not identify the compounds present in 

the extract, the presence of anthocyanins has been observed in fruits of the genus 

Vaccinium (Prior et al., 1998). 

In the diabetic state, GLUT4 expression in adipocytes is reduced, with a 

concomitant increase in the expression and excretion of retinol binding protein 

(RBP4) in the blood. There is a link between RBP4 and insulin resistance: when 

the blood level of this protein increases, insulin signaling is impaired in skeletal 

muscle, and hepatic glucose production is stimulated, increasing blood glucose 

(Yang et al., 2005). Therefore, the reduced expression of RBP4 with increased 

expression of GLUT4 may be important in the prevention and treatment of diabetes 

(Sasaki et al., 2007). An improvement in insulin resistance through the increased 
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expression of GLUT4 had previously been observed in diabetic rats during 

treatment with troglitazone (Furuta et al., 2002). 

The decreased expression of RBP4 was also observed in mesenteric 

adipose tissue of diabetic KK-Ay mice. However, there were no changes in the 

concentrations of RBP4 in plasma or white adipose tissue, indicating that the 

antidiabetic effect may be associated with modulation of the expression of this 

adipocytokine (Takikawa et al., 2010). 

The activation of AMP-activated protein kinase (AMPK) in adipose tissue 

and skeletal muscle induces increased expression of GLUT4, which provides 

greater uptake and utilization of glucose by these tissues through mechanisms 

independent of insulin. In the liver, the activation of AMPK reduced 

gluconeogenesis, which is increased in T2D, resulting in lower glucose production 

(Takikawa et al., 2010). Billberry extract added to the diet decreased plasma 

glucose and increased insulin sensitivity in diabetic KK-Ay mice through activation 

of AMPK in white adipose, skeletal muscle and liver tissues (Takikawa et al., 

2010). 

Therefore, anthocyanins may modulate the expression of adipocytokines, 

increase the expression of GLUT4, decrease the expression of RBP4, activate 

AMPK and reduce oxidative stress to improve insulin sensitivity, favorably 

influencing glycemic control. 

2.2.5. α-glucosidase inhibitory action 

The prevention of postprandial hyperglycemia in diabetic patients represents 

one way to control the disease. The α-glucosidases are enzymes found in the 

epithelium of the small intestine that are responsible for the hydrolysis of 

carbohydrates (Gray, Lally, & Conklin, 1979). Thus, the use of α-glucosidase 

inhibitors, which delay digestion of carbohydrates, may be a therapeutic approach 
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for T2D. Synthetic inhibitory agents, such as acarbose, have been employed to 

control glycemia increases after meals (Baron, 1998; Chiasson, et al., 2002). 

Nevertheless, there is a great deal of interest in natural agents that exert the same 

effect, and ANTs have been effective in these conditions (Matsui et al., 2001a; 

2001b; Matsui et al., 2002). 

The mechanism by which ANT inhibits α-glucosidase is not completely clear. 

However, the inhibition is probably competitive, as in the case of acarbose - a 

result of the structural similarity between the normal substrate of the enzyme and 

the glucosyl groups linked to ANT, which would bind to the active site but would not 

be hydrolyzed (McDougall & Stewart, 2005). Another possibility is that polar groups 

present in the active site of the enzyme interact with hydroxyl groups on ANT, 

changing the molecular configuration of the enzyme and its hydrophilic and 

hydrophobic properties, leading to a change in enzyme activity (Adisakwattana, 

Charoenlertkul, & Yibchok-Anun, 2009). 

Studies performed in vitro with extracts of different plant parts, such as 

roots, stems, leaves, flowers and bark, or with standards of anthocyanins, have 

shown inhibitory activity of α-glucosidase against maltase and sucrase 

(Adisakwattana et al., 2009; Feshani et al., 2011) or only against maltase (Matsui 

et al. 2001a; 2001b). Meanwhile, the presence or absence of inhibition, as well as 

the efficiency of inhibition, depends on both the type of enzyme and the chemical 

structure of ANT (Adisakwattana et al., 2009; Matsui et al., 2001a; 2001b). As an 

example, the highest inhibitory activity is seen for ANT acylate, as compared to 

non-acylated ANT (Matsui, 2001b), which might be due to its greater stability of 

ANT acylate in the gut (Charron et al., 2009). 

The reductions in blood glucose resulting from a single dose of ANT extract 

from purple sweet potato that were observed in healthy Sprague-Dawley rats after 

carbohydrate loading (sucrose, maltose and glucose) occurred through inhibition of 

maltase activity (Matsui et al., 2002). Moreover, when a Wistar rat model of 
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prediabetes obtained through a high-fructose diet and simultaneous single injection 

of streptozotocin (20 mg/kg) was fed a diet supplemented with extract of 

chokeberry, hypoglycemic effects were also obtained. In this case, the lowest 

blood glucose concentrations were attributed, in part, to inhibition of the enzymes 

maltase and sucrase (Jurgoński et al., 2008). 

A synergistic effect between acarbose and cyanidin-3-galactoside was 

shown by Adisakwattana (2009). This result is important because it indicates that 

this combination may lead to a reduction of the dose of acarbose in the treatment 

of T2D, consequently reducing side effects that, though weak, may occur by the 

consumption of acarbose (Chiasson et al., 2002). 

3. Conclusion 

Anthocyanins may have favorable effects on T2D. Several papers suggest 

that ANTs are able to both stimulate insulin secretion and protect β cells by 

reducing oxidative stress, thereby improving insulin resistance and decreasing 

levels of postprandial glucose. Further studies are needed to clarify what type of 

anthocyanin is most appropriate for a particular purpose, the optimal dose to be 

consumed and efficiency of the extracts in relation to consumption of foods that are 

rich in these flavonoids. 
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ABSTRACT 

The effects of gastrointestinal digestion on black bean (BB) and small red bean 

(SRB) seed coats were evaluated in treated and untreated extracts with an in vitro 

digestion process. The total phenols (TPs), total flavonoids (TFs), condensed 

tannins (CTs), monomeric anthocyanins (MAs), ABTS radical-scavenging capacity 

and oxygen radical absorbance capacity (ORAC) were evaluated in both groups. 

Anthocyanins, which appeared at 10-fold higher levels in BB than SRB (0.83 mg 

and 0.08 mg cyanidin 3-glucoside equivalents/g of bean, respectively) were 

undetectable in either extract after digestion. The results indicate that the in vitro 

digestion process was responsible for a reduction of the TPs, CTs and MAs in both 

the BB and SRB seed coats, and of TFs in the BB seed coats. However, the 

antioxidant activity was maintained for both groups, and even significantly 

increased in the BB group when measured with an ORAC assay. 

 

 

Keywords: Phaseolus vulgaris, In vitro digestion, Anthocyanins, Phenolic 

compounds.  
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1. Introduction 

Beans (Phaseolus vulgaris) are one of the oldest foods cultivated in America 

and an indispensable component of the Brazilian diet. Brazil, besides being the 

world's largest producer of this food, also ranks as the largest consumer (MAPA, 

2014). 

In addition to representing an important source of protein, carbohydrates, 

fiber and minerals, beans are recognized for being rich in phytochemicals with 

potential health benefits (Lin, Harnly, Pastor-Corrales, & Luthria, 2008). These 

bioactive compounds may counteract reactive oxygen species, inhibiting oxidative 

mechanisms that lead to degenerative diseases. 

Several studies have demonstrated associations between the consumption 

of this food and reduced risk of chronic degenerative diseases such as diabetes 

(Helmstädter, 2010), obesity (Wu, Xu, Shen, Perricone, & Preuss, 2010), 

cardiovascular and renal diseases (Anderson, Smith, & Washnock, 1999). 

This potential protective action has aroused the interest of the scientific 

community, which identified in this legume not only the presence of bioactive 

compounds such as phenolic acids, flavonols, flavan-3-ols, condensed tannins 

(CTs) and anthocyanins (ANTs), but also anti-inflammatory and antioxidant 

activities (AA), specifically against DPPH, ABTS and peroxyl radicals (Akillioglu & 

Karakaya, 2010; Akond et al., 2011; Lin et al, 2008; Oomah, Corbé, & 

Balasubramanian., 2010; Marles, Balasubramanian, & Bett, 2010; Tsuda, Osawa, 

Ohshima, & Kawakishi, 1994; Xu & Chang, 2008; 2009). 

Although they represent a relatively small portion of the bean, the seed 

coats concentrate most of the polyphenols found in the beans and this 

characteristic has generated several studies conducted with this part of the legume 
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(Choung, Choi, An, Chu, & Cho, 2003; Lin et al, 2008; Oomah et al., 2010; Tsuda, 

et al., 1994). 

Organic extracts have frequently been used for the quantification of 

polyphenols and for the assessment of AA in beans seed coats (Choung et al., 

2003). Although several studies have shown that digestion induces important 

changes in polyphenols of different foods and extracts leading to changes in 

antioxidant activity (Fernández & Labra, 2013; Noguer et al., 2008; Pérez-Vicente, 

Gil-Izquierdo, & García-Viguera, 2002), little is known about the changes brought 

by gastrointestinal digestion (GI) on beans’ polyphenols. Even though the interest 

in this subject has recently increased, studies concerning this approach are scarce 

The in vitro digestion has been used often to simulate gastrointestinal 

conditions since they can be considered relatively simple when compared to the in 

vivo model, besides being safe and do not present ethical restrictions (You, Zhao, 

Regenstein, & Ren, 2010). 

The primary objectives of the present study were to quantify the total 

phenols (TPs), total flavonoids (TFs), CTs and monomeric ANTs (MAs); and 

investigate the in vitro AA by both oxygen radical absorbance capacity (ORAC) and 

ABTS radical-scavenging capacity assays in extracts of the seed bean coats that 

were treated (or not) by simulated digestion. 

2. Materials and methods 

2.1. Materials 

Small red beans (SRB) and black beans (BB), grown in the State of Minas 

Gerais, Brazil, were purchased from local markets (Campinas, São Paulo, Brazil), 

in September 2012 and stored at -18°C until analysis. 
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Standards of catechin, gallic acid and the reagents 2,2’-azinobis(3-

ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), 6-hydroxy-2,5,7,8-

tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox), 2,20-azobis(2-

methylamidinopropane)-dihydrochloride (AAPH), sodium fluorescein, aluminum 

chloride (AlCl3 6H2O), butylated hydroxytoluene (BHT), sodium borohydride 

(NaBH4), chloranil, vanillin, bile extract from porcine (B-8631), pepsin from porcine 

gastric mucosa (EC 3.4.23.1, P-7000), pancreatin from porcine pancreas (4 x USP-

US Pharmacopeia specifications, P-1750) were obtained from Sigma-Aldrich Co. 

(St. Louis, USA). All other chemicals and solvents in this study were of analytical 

grade. The water was purified by the Milli-Q system (Millipore, Bedford, USA). 

2.2. Extraction method 

It is evident that peeling beans, in addition to being an extremely laborious 

process, can effectively remove the compounds present in the seed coats. 

With this initial concept, a preliminary extraction was performed with the aim 

of comparing the use of ground bean coats versus whole beans in the preparation 

of the extract. This comparison was chosen as a parameter to assess the content 

of ANTs (data not shown). Since the results were not significantly different, whole 

beans were chosen for further experiments, with a significant reduction in the work 

and time required for sample preparation. 

The extraction was performed as described by Jordheim, Fossen, and 

Andersen (2006), with slight modifications. Approximately 40 g of BB and SRB 

were soaked in 45 mL of water (0.5% HCl) at 4°C for 3 h. SRB and BB were then 

extracted one and two times, respectively with 100 mL of methanol (0.5% HCl) at 

4°C for 24 h. After centrifugation and evaporation under reduced pressure (T<38 

°C), concentrates were recombined, diluted with Milli-Q water to a volume of 25 mL 

and stored at -80°C for further experiments. These extracts were designated crude 

extracts of black (CEB) and small red beans (CESR). 
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2.3. In vitro gastrointestinal digestion 

In vitro GI digestion was performed as described by Faller, Fialho, and Liu 

(2012), with slight modifications. Briefly, 1 mL of each extract was mixed with 

saline (140 mM NaCl, 5 mM KCl, and 150 µM BHT) to create a final volume of 4.5 

mL. The mixture was vortexed and acidified with 0.1 M/1 M HCl until it reached pH 

2. Then, gastric digestion was performed with the addition of 125 µL of pepsin 

solution (200 mg of pepsin in 5 mL of 0.1 M HCl) and the mixture was placed in a 

shaker at 37°C for 1 hour. Thereafter, the pH of the solution was adjusted to 6.9 

with the addition of 0.1 M/1 M NaHCO3. Further intestinal digestion was performed 

with the addition of 625 µL of pancreatin-bile solution (225 mg of bile extract and 

37 mg of pancreatin in 18.7 mL of 0.1 M NaHCO3) and incubation in a shaker at 

37°C for 2 h. Before the gastric and intestinal steps, the extracts were capped with 

nitrogen to prevent degradation of the phenolic compounds due to oxidation. The 

digestate volume was adjusted to 9 mL with saline and stored at -80 °C for further 

experiments. These extracts were called digested extracts of black (DEB) and 

small red beans (DESR). 

2.4. Quantification of phenolic compounds 

2.4.1. Total phenolics 

The TPs were determined by the reaction with Folin-Ciocalteau reagent 

(Roesler, Catharino, Malta, Eberlin, & Pastore, 2007). Extracts were dissolved in 

methanol to obtain the appropriate concentration. Then, 0.5 mL of each diluted 

extract was mixed with 2.5 mL of 10% Folin-Ciocalteu reagent and 2.0 mL of 7.5% 

Na2CO3 solution. After 5 min at 50°C, the absorbance was measured at 760 nm in 

a spectrophotometer (DU-640™, Beckman-Coulter - Brea, CA, USA). The 

quantification was carried out with a calibration curve of gallic acid (1.0-60.0 

µg/mL), and the results were expressed in mg gallic acid equivalent (GAE)/g of 

bean. 
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2.4.2. Total flavonoids 

The determination of TFs was carried out according to Faller et al. (2012), 

using the sodium borohydride/chloranil-based (SBC) assay. Briefly, in test tubes, 1 

ml of appropriately diluted samples solution (with tetrahydrofuran/ethanol, 1:1, v/v), 

were mixed with 1 mL of NaBH4 solution (50 mM) and 0.5 mL of AlCl3 solution 

(74.6 mM). The test tubes were shaken in an orbital shaker at room temperature 

for 30 min and an additional 0.5 mL of NaBH4 solution was added into each test 

tube. After 30 minutes of shaking in the same conditions, 2.0 mL of cold acetic acid 

solution (0.8 M) was added into test tubes which were kept in the dark for 15 min. 1 

ml of chloranil solution (20.0 mM) was added and the tubes were heated at 95°C 

with shaking for 60 min. The solutions were cooled with water, the final volume was 

adjusted to 4 ml with methanol and 1 mL of vanillin (1.052 mM) was added. Then 2 

mL of HCl (12 M) was added and the solutions were kept in the dark for 15 min. 

The absorbance was measured at 490 nm in a microplate reader (NOVOstar®, 

BMG Labtech - Offenburg, Germany). The quantification was performed with a 

calibration curve of catechin (0.15-1.8 mg/mL), and TF content was expressed in 

milligrams of catechin equivalent (CE)/g of bean. 

2.4.3. Condensed tannins 

The CTs, were analyzed according to the method of Price, Van Scoyoc, and 

Butler (1978), with slight modifications. Briefly, 250 µL of vanillin reagent (1% 

vanillin, 4% HCl in methanol) was added to 50 µL of the suitably diluted sample. 

The absorbance was measured at 510 nm using a microplate reader against 

methanol as a blank. The quantification was performed with a calibration curve of 

catechin (0.02-1.2 mg/mL) and the CT content was expressed in as mg CE/g of 

bean. 
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2.4.4. Monomeric anthocyanins 

The quantification of MAs was determined by the pH differential method 

(Giusti & Wrolstad, 2001). Extracts properly diluted in potassium chloride buffer 

(pH 1, 0.025 mol/L) and sodium acetate buffer (pH 4.5, 0.4 mol/L) were incubated 

for 30 min and then measured at both 520 and 700 nm in a spectrophotometer. 

MAs were expressed as milligrams of cyanidin 3-glucoside equivalents (CGE)/g of 

bean, considering the molecular weight of 449.2 g/mol and molar absorption 

coefficient (ε) of 26,900 L/mol cm. Although the literature reports that the major 

anthocyanin in BB is delphinidin-3-glucoside (Takeoka et al., 1997), the MA 

content is calculated as cyanidin-3-glucoside because of its historical use in similar 

assays and its wide commercial availability (Xu & Chang, 2009) 

2.5. Antioxidant capacity 

2.5.1. ABTS•+ scavenging capacity assay 

The ABTS•+ scavenging capacity assay was determined as described by 

Leite et al. (2011). The ABTS•+ solution was produced by reacting aqueous ABTS 

solution (7 mM) with potassium persulfate (2.45 mM). Diluted ABTS•+ solution with 

an absorbance of 0.70 ± 0.02 at 734 nm was employed in the analysis. The 

reactions were performed in microplates by adding 250 µL of ABTS•+ solution to 50 

µL of each extract solution. After 6 min of incubation at room temperature, 

absorbance values were measured on a microplate reader. The results were 

calculated based on a calibration curve of Trolox (1-180 µM/mL), and results were 

expressed as µM Trolox equivalent (TE)/g of bean. 
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2.5.2. Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) assay 

The ORAC assay, based on the method described by Dávalos, Gómez-

Cordovés, and Bartolomé (2004), was performed in a microplate reader. Samples 

and Trolox standards were prepared with 75 mM phosphate buffer (pH 7.4). The 

outside wells of a black-walled 96 well microplate were not used because of wide 

variation in results compared to those from the inner wells. In each well containing 

20 μL of extract or Trolox standard and 120 µL of fluorescein (70 mM), 60 µl of 

AAPH solution (12 mM) was added to start the reaction, resulting in a final total 

volume of 200 µL. The decay of fluorescence was measured every minute for 80 

min at 37°C, with excitation and emission wavelengths of 485 and 528 nm. A blank 

experiment (fluorescein + AAPH) with buffer instead of the sample or Trolox was 

also performed. The results were calculated using the relative area under the curve 

for samples compared to a Trolox standard curve (25-800 μM) prepared under the 

same experimental conditions. ORAC values were expressed as as µM TE/g of 

bean. 

2.6. Statistical analysis 

Statistical analyses were conducted using StatSoft, Inc. (2013). 

STATISTICA software, version 12.0. The results were subjected to ANOVA and 

differences between means were located using Tukey’s multiple comparison test. 

Significance was determined at p<0.05. All results are presented as means ± 

standard deviation for triplicates. 
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3. Results and Discussion 

3.1. Phenolic profiles in crude and digested extracts 

The evaluation of the in vitro digestion in TPs, TFs, and CTs are presented 

in Fig. 1. 

CESR showed 1.23 ± 0.04 mg GAE/g of beans, levels significantly higher 

than those of TPs (p<0.05) and the 0.85 ± 0.06 mg GAE/g found in CEB, 

confirming the trend toward increased phenols in bean varieties with light colors 

(Espinosa-Alonso, Lygin, Widholm, Valverde, & Paredes-Lopez, 2006). Compared 

with studies performed on whole ground beans, the results are close to those 

obtained by Espinosa-Alonso et al. (2006) and slightly lower than those found by 

Mujica, Granito, and Soto (2009) who carried out the extraction with methanol. Xu 

and Chang. (2008) found higher values using acetone for extraction. Therefore, the 

discrepancy in results may be attributed, at least in part, to the solvent used for 

extraction. Phenolic compounds present in BB were more affected by in vitro GI 

digestion, with a 75% reduction compared to the 52% in SRB. The decrease in 

TPs, which was significant for both extracts (p<0.05), may be a consequence of the 

instability of these compounds when exposed to high pH (Friedman & Jürgens, 

2000), as may occur in intestinal alkaline medium. 

Unlike methods based only on the reaction with aluminum chloride, which 

may underestimate the flavonoid content of a sample, the quantification performed 

with the SBC assay permits the measurement of all subgroups of flavonoids, 

including flavones, flavonols, flavonones, flavononols, isoflavonoids, flavanols, and 

anthocyanins (Faller et al., 2012). The samples showed TFs of 1.59 ± 0.6 and 2.05 

± 0.01 mg CE/g in crude extracts and 1.25 ± 0.07 and 1.96 ± 0.1 mg CE/g in 

digested extracts of BB and SRB, respectively. These data show that SRB had a 

higher concentration of TFs than BB and also reveal that only in BB seed coats, 

simulated GI digestion caused a significant loss (p<0.05) of these compounds. Xu 
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and Chang (2007), in a study with whole beans, found 0.85 and 0.98 mg CE/g for 

RB and BB, respectively. The lower levels of TFs obtained could be explained by 

differences in methodology used in the analyses. 

The determination of CTs revealed that CEB had concentrations significantly 

higher than those of CESR (p<0.05) with 76.3 ± 6.9 and 54.4 ± 4.1 mg CE/g for 

CEB and CESR, respectively. These levels were higher than those determined by 

Espinosa-Alonso et al. (2006) and Valdés, Coelho, Michelluti, and Tramonte 

(2011). However, in both studies, CTs were evaluated in bean flour and the levels 

of these polyphenols are greater when determined in tegument than in whole seed 

(Guzmán-Maldonado, Castellanos, & De Mejía, 1996). 

Fernández and Labra, (2013), after evaluating the effect of simulated 

digestion in red grape skin and seed extracts, reported the degradation of tannins, 

which was attributed to the interaction between these compounds and pancreatic 

enzymes and to the intestinal pH. After digestion, the contents of CTs in both 

extracts showed a significant decrease (p<0.05) with 6.4 ± 0.3 mg CE/g for BB and 

5.3 ± 0.2 mg CE/g for SRB. Meanwhile, it was found that these values were not 

significantly different among themselves (p> 0.05). 
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Fig. 1. Total phenols (A), total flavonoids (B) and condensed tannins 

(C) in bean seed coats. Values are means ± standard deviation of 

triplicate analysis. GAE - gallic acid equivalent. CE - catechin 

equivalent. Different letters indicate significantly different values 

(p<0.05). 
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The levels of MAs were 0.83 ± 0.04 in CEB and 0.08 ± 0.01 mg CGE/g in 

CESR. ANTs could not be detected in digested extracts. 

The results indicate significant differences in concentrations of ANTs 

between the two varieties of beans (p<0.05), and BB showed ANT levels 10 times 

higher than SRB. Literature data show several results for the quantification of 

ANTs, including 0.25 to 0.45 mg/g (Akond et al., 2011), 0.01 to 1.85 mg CGE/g 

(Espinosa-Alonso et al., 2006), and 0.44 mg/g (Wu et al., 2006) for BB, with 0.32 to 

0.42 mg/g (Akond et al., 2011) and 0.06 mg/g (Wu et al., 2006) for RB. Although 

some of these published results are similar to those found in the present study, 

others are quite different. However, in addition to methods employed for the 

extraction and quantification and geographic and agronomic factors, the varieties 

and genetic profiles may directly influence the ANT levels (Macz-Pop, Rivas-

Gonzalo, Pérez-Alonso, & González-Paramás, 2006). 

Compared to other phenolic compounds, ANTs showed higher losses during 

simulated digestion, because they are broadly sensitive to the alkaline conditions 

of the intestinal digestion, as well as the impact caused by digestive enzymes and 

bile salts (Bermúdez-Soto, Tomás-Barberán, & Garcia-Conesa, 2007; Bouayed, 

Hoffmann, & Bohn, 2011; McDougall, Fyffe, Dobson, & Stewart, 2005a). Significant 

decreases in concentrations of ANTs following in vitro GI digestion were reported 

in research with pomegranate juice (Pérez-Vicente, et al., 2002), chokeberry 

(Bermúdez-Soto et al., 2007) and grapes (Tagliazucchi, Verzelloni, Bertolini, & 

Conte, 2010). In research conducted with apples, Bouayed et al. (2011) did not 

detect ANTs after intestinal digestion. 

According to Pérez-Vicente et al. (2002), it is important to consider that, 

after intestinal digestion in humans, the ANT flavylium form would not be the 

predominant one due to the slightly alkaline pH. Also, the possibility that part of the 

ANTs is metabolized to some other noncolored, oxidized forms or degraded into 

other chemicals should be considered. 
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In our simulated intestinal medium (pH 7.5-8.0), ANTs (consisting of four 

molecular forms in equilibrium: the colored flavylium cation and the secondary 

structures: quinoidal base, hemiacetal and chalcone pseudobases) would be 

predominantly present in the colorless chalcone molecular form. This would not 

allow their quantification by the method we employed (McDougall, Dobson, Smith, 

Blake, & Stewart, 2005b). 

Therefore, despite the evidence of significant reductions in MAs after 

digestion, the fact that ANTs were not detected in digested extracts does not imply 

the complete loss of these compounds. 

3.2. Antioxidant activity 

Because the antioxidant activity of a compound can present distinct results 

with different radicals, it must be examined through more than one test. Our study 

determined the antioxidant activity by ABTS•+ scavenging capacity and ORAC 

assays on raw and digested BB and SRB seed coat extracts. These results are 

shown in Table 1. 

CESR and DESR showed greater ability to reduce ABTS•+ than did CEB and 

DEB, but no significant differences (p>0.05) were observed between the crude and 

digested extracts for each variety of bean. 

It is interesting to note that, although the digestion produced a significant 

reduction (p<0.05) in TPs, CTs and MAs of SRB and BB and in TFs of BB, the 

ABTS antiradical activity was maintained at the same levels in the crude and 

digested extracts. Akillioglu and Karakaya (2010), in a study of beans, cooked 

under different conditions, found increased ABTS radical-scavenging capacity after 

in vitro digestion. The divergence of the results could possibly be explained by 

differences in the varieties of beans employed in the studies, in addition to the fact 

that the authors conducted digestion on whole beans after cooking. 
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Table 1. Antioxidant activities of bioactive compounds in black and small red 

beans. 

Extracts 
ABTS radical scavenging activity      

(µM Trolox equivalents/g ) 

ORAC (µM Trolox 

equivalents/g) 

CEB 17.4 ± 0.1 b 1241 ± 122 b 

DEB 14.2 ± 1.4 b 1778 ± 59 a 

CESR 21.9 ± 0.5 a 1079 ± 10b 

DESR 23.5 ± 1.1 a 1431 ± 122ab 

CEB - crude extract of black beans; DEB - digested extract of black beans; CESR - 

crude extract of small red beans; DESR - digested extract of small red beans. 

Values are means ± standard deviation of triplicate analysis. Different letters in the 

same column indicate significantly different values (p<0.05). 

 

The main ANT degradation products are phenolic acids (Fleschhut, Kratzer, 

Rechkemmer, & Kulling, 2006), whose AAs were previously reported (Villaño, 

Fernández-Pachón, Troncoso, & García-Parrilla, 2005). During intestinal digestion, 

through oxidative reactions, ANTs can undergo polymerization and/or 

complexation with proteins and polysaccharides present in the intestinal medium. 

(Stevenson, Cooney, Jensen, Zhang, & Wibisono, 2007). Therefore, it can be 

hypothesized that the different products formed during the in vitro process were at 

least partly responsible for maintaining the sequestration capacity of the ABTS•+ in 

BB, since the initial concentration of ANTs was important in this variety. Moreover, 

the products originated from the degradation of tannins may have contributed to 

the maintenance of the antioxidant activity. 

With respect to the SRB, the higher antiradical activity ABTS compared with 

BB could be attributed to a higher concentration of non-anthocyanic phenolic 

compounds. Tagliazucchi et al. (2010) in a study of the AA of grape polyphenols, 
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found that non-anthocyanic polyphenols showed greater stability in the intestinal 

pH. The authors also suggested that the antiradical activity may be pH-dependent. 

ORAC assay is more relevant from a biological standpoint for being 

performed in physiologic temperature and pH, reflecting more closely the 

antioxidant activity in biological systems (Prior, Wu, & Schaich, 2005). Crude 

extracts of both varieties of beans showed no significant differences (p> 0.05) in 

the AA through the ORAC assay. The values found with this method, 1241 ± 122 

and 1079 ± 58 µmol TE/g for CEB and CESR respectively, are higher than those 

reported by Xu and Chang (2008) for whole beans. However they are consistent 

with the results obtained for BB in a study of several varieties (Oomah et al., 2010), 

with seed coats’ AA 6 to 8 times greater than that of the whole bean. These data 

confirm that seed coats, although a small portion of the bean (7.6% for BB and 

9.2% for SRB), concentrate the bioactive compounds of beans. 

Working with red wine, Noguer et al. (2008) reported a reduction in the 

polyphenol concentration and an increased AA by ORAC method after in vitro GI 

digestion. These results were associated with the increased concentrations of 

simple phenolic compounds such as phenolic acids. 

The present data on bean seed coats showed that the digested extracts had 

higher AA, with increases of 43.2% for BB and 32.7% for the SRB. However, the 

increase in AA was significant only for BB (p<0.05).  

One possible explanation for our results would be the conversion of phenolic 

compounds (induced by GI digestion) into products with different chemical 

properties with, consequently, different biological activities (Bermúdez-Soto et al., 

2007). 

It is important to stress that although the digested extracts have 

demonstrated relevant scavenger capacity against ABTS and peroxy radicals, the 
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presence of other non-phenolic compounds, such as amino acids derived from the 

hydrolysis of proteins, may interfere with the AA (Pérez-Jiménez & Saura-Calixto, 

2006). 

Because the GI tract is constantly exposed to reactive oxygen species, both 

from the diet and from the activation of phagocytes in the gut (Halliwell, Rafter, & 

Jenner. 2005), the bioactive compounds from beans’ seed coats may exert direct 

protective effects by scavenging reactive oxygen species. 

4. Conclusions 

Our results indicate that the in vitro digestion process was responsible for a 

reduction of the TPs, CTs and ANTs in both the BB and SRB seed coats, and of 

TFs in the BB seed coats. However, the AA was maintained for both groups, and 

even significantly increased in the BB group when measured with an ORAC assay. 

The in vitro digestion model employed in our study has several limitations 

when compared with the real biological conditions. However, the results are a step 

forward from the simple chemical extraction that has been used until now. Further 

work is required to determine which polyphenols remain and which are the 

degradation products formed after digestion, as well as to evaluate the AA of these 

compounds. 

 

Acknowledgments 

The authors thank the National Brazilian Research Foundation (CNPq) 

(140978/2010-0) for financial support.  

70 
 



 

References 

Akillioglu, H. G., & Karakaya, S. (2010). Changes in total phenols, total flavonoids, 

and antioxidant activities of common beans and pinto beans after soaking, 

cooking, and in vitro digestion process. Food Science and Biotechnology, 19, 

633-639. 

Akond, A. S. M. G. M., Khandaker, L., Berthold, J., Gates, L., Peters, K., Delong, 

H., et al. (2011). Anthocyanin, total polyphenols and antioxidant activity of 

common bean. American Journal of Food Technology, 6, 385-394. 

Anderson, J. W., Smith, B. M., & Washnock, C. S. (1999). Cardiovascular and 

renal benefits of dry bean and soybean intake. The American Journal of Clinical 

Nutrition, 70, 464s-474s. 

Bermúdez-Soto, M. J., Tomás-Barberán, F. A., & Garcia-Conesa, M. T. (2007). 

Stability of polyphenols in chokeberry (Aronia melanocarpa) subjected to in vitro 

gastric and pancreatic digestion. Food Chemistry, 102, 865-874. 

Bouayed, J., Hoffmann, L., & Bohn, T. (2011). Total phenolics, flavonoids, 

anthocyanins and antioxidant activity following simulated gastro-intestinal 

digestion and dialysis of apple varieties: Bioaccessibility and potential uptake. 

Food Chemistry, 128, 14-21. 

Choung, M. G., Choi, B. R., An, Y. N., Chu, Y. H., & Cho, Y. S. (2003). 

Anthocyanin profile of Korean cultivated kidney bean (Phaseolus vulgaris L.). 

Journal of Agricultural and Food Chemistry, 51, 7040-7043. 

Dávalos, A., Gómez-Cordovés, C., & Bartolomé, B. (2004). Extending applicability 

of the oxygen radical absorbance capacity (ORAC-fluorescein) assay. Journal 

of Agricultural and Food Chemistry, 52, 48-54. 

71 
 



 

Espinosa-Alonso, L. G., Lygin, A., Widholm, J. M., Valverde, M. E., & Paredes-

Lopez, O. (2006). Polyphenols in wild and weedy Mexican common beans 

(Phaseolus vulgaris L.). Journal of Agricultural and Food Chemistry, 54, 4436-

4444. 

Faller, A. L. K., Fialho, E., & Liu, R. H. (2012). Cellular antioxidant activity of 

Feijoada whole meal coupled with an in vitro digestion. Journal of Agricultural 

and Food Chemistry, 60, 4826-4832. 

Fernández, K., & Labra, J. (2013). Simulated digestion of proanthocyanidins in 

grape skin and seed extracts and the effects of digestion on the angiotensin I-

converting enzyme (ACE) inhibitory activity. Food Chemistry, 139, 196-202. 

Fleschhut, J., Kratzer, F., Rechkemmer, G., & Kulling, S. E. (2006). Stability and 

biotransformation of various dietary anthocyanins in vitro. European Journal of 

Nutrition, 45, 7-18. 

Friedman, M., & Jürgens, H. S. (2000). Effect of pH on the stability of plant 

phenolic compounds. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 48, 2101-

2110. 

Giusti, M., & Wrolstad, R. E. (2001). Characterization and measurement of 

anthocyanins by UV–visible spectroscopy. Current Protocols in Food Analytical 

Chemistry, (pp. F1.2.1 - F1.2.13). 

Guzmán-Maldonado, H., Castellanos, J., & De Mejía, E. G. (1996). Relationship 

between theoretical and experimentally detected tannin content of common 

beans (Phaseolus vulgaris L.). Food Chemistry, 55, 333-335. 

Halliwell, B., Rafter, J., & Jenner, A. (2005). Health promotion by flavonoids, 

tocopherols, tocotrienols, and other phenols: direct or indirect effects? 

Antioxidant or not? The American Journal of Clinical Nutrition, 81, 268-276. 

72 
 



 

Helmstädter, A. (2010). Beans and diabetes: Phaseolus vulgaris preparations as 

antihyperglycemic agents. Journal of Medicinal Food, 13, 251-254. 

Jordheim, M., Fossen, T., & Andersen, Ø. M. (2006). Preparative isolation and 

NMR characterization of carboxypyranoanthocyanins. Journal of Agricultural 

and Food Chemistry, 54, 3572-3577. 

Leite, A. V., Malta, L. G., Riccio, M. F., Eberlin, M. N., Pastore, G. M., & Maróstica 

Júnior, M. R. (2011). Antioxidant potential of rat plasma by administration of 

freeze-dried jaboticaba peel (Myrciaria jaboticaba Vell Berg). Journal of 

Agricultural and Food Chemistry, 59, 2277-2283. 

Lin, L. Z., Harnly, J. M., Pastor-Corrales, M. S., & Luthria, D. L. (2008). The 

polyphenolic profiles of common bean (Phaseolus vulgaris L.). Food Chemistry, 

107, 399-410. 

Macz-Pop, G. A., Rivas-Gonzalo, J. C., Pérez-Alonso, J. J., & González-Paramás, 

A. M. (2006). Natural occurrence of free anthocyanin aglycones in beans 

(Phaseolus vulgaris L.). Food Chemistry, 94, 448-456. 

Marles, M. S., Balasubramanian, P., & Bett, K. E. (2010). Differential accumulation 

of polyphenolics in black bean genotypes grown in four environments. Journal 

of Agricultural and Food Chemistry, 58, 7001-7006. 

McDougall, G. J., Dobson, P., Smith, P., Blake, A., & Stewart, D. (2005b). 

Assessing potential bioavailability of raspberry anthocyanins using an in vitro 

digestion system. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53, 5896-5904. 

McDougall, G. J., Fyffe, S., Dobson, P., & Stewart, D. (2005). Anthocyanins from 

red wine - Their stability under simulated gastrointestinal digestion. 

Phytochemistry, 66, 2540-2548. 

73 
 



 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) (2014). 

http://www.agricultura.gov.br (acessed in July). 

Mujica, M. V., Granito, M., & Soto, N. (2009). Importance of the extraction method 

in the quantification of total phenolic compounds in Phaseolus vulgaris L. 

Interciencia, 34, 650-654. 

Noguer, M., Cerezo, A. B., Rentzsch, M., Winterhalter, P., Troncoso, A. M., & 

García-Parrilla, M. C. (2008). Simulated digestion and antioxidant activity of red 

wine fractions separated by high speed countercurrent chromatography. 

Journal of Agricultural and Food Chemistry, 56, 8879-8884. 

Oomah, B. D., Corbé, A., & Balasubramanian, P. (2010). Antioxidant and anti-

inflammatory activities of bean (Phaseolus vulgaris L.) hulls. Journal of 

Agricultural and Food Chemistry, 58, 8225-8230. 

Pérez-Jiménez, J., & Saura-Calixto, F. (2006). Effect of solvent and certain food 

constituents on different antioxidant capacity assays. Food Research 

International, 39, 791-800.  

Pérez-Vicente, A., Gil-Izquierdo, A., & García-Viguera, C. (2002). In vitro 

gastrointestinal digestion study of pomegranate juice phenolic compounds, 

anthocyanins, and vitamin C. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50, 

2308-2312. 

Price, M. L., Van Scoyoc, S., & Butler, L. G. (1978). A critical evaluation of the 

vanillin reaction as an assay for tannin in sorghum grain. Journal of Agricultural 

and Food Chemistry, 26, 1214-1218. 

Prior, R. L., Wu, X., & Schaich, K. (2005). Standardized methods for the 

determination of antioxidant capacity and phenolics in foods and dietary 

supplements. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53, 4290-4302. 

74 
 



 

Roesler, R., Catharino, R. R., Malta, L. G., Eberlin, M. N., & Pastore, G. (2007). 

Antioxidant activity of Annona crassiflora: Characterization of major components 

by electrospray ionization mass spectrometry. Food Chemistry, 104, 1048-

1054. 

Stevenson, D. E., Cooney, J. M., Jensen, D. J., Zhang, J., & Wibisono, R. (2007). 

Comparison of the relative recovery of polyphenolics in two fruit extracts from a 

model of degradation during digestion and metabolism. Molecular Nutrition & 

Food Research, 51, 939-945 

Tagliazucchi, D., Verzelloni, E., Bertolini, D., & Conte, A. (2010). In vitro bio-

accessibility and antioxidant activity of grape polyphenols. Food Chemistry, 120, 

599-606.  

Takeoka, G. R., Dao, L. T., Full, G. H., Wong, R. Y., Harden, L. A., Edwards, R. H.,  

et al. (1997). Characterization of black bean (Phaseolus vulgaris L.) 

anthocyanins. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 45, 3395-3400. 

Tsuda, T., Osawa, T., Ohshima, K., & Kawakishi, S. (1994). Antioxidative pigments 

isolated from the seeds of Phaseolus vulgaris L. Journal of Agricultural and 

Food Chemistry, 42, 248-251. 

Valdés, S. T., Coelho, C. M. M., Michelluti, D. J., & Tramonte, V. L. C. G. (2011). 

Association of genotype and preparation methods on the antioxidant activity, 

and antinutrients in common beans (Phaseolus vulgaris.). LWT - Food Science 

and Technology, 44, 2104-2111. 

Villaño, D., Fernández-Pachón, M. S., Troncoso, A. M., & García-Parrilla, M. C. 

(2005). Comparison of antioxidant activity of wine phenolic compounds and 

metabolites in vitro. Analytica Chimica Acta, 538, 391-398.  

75 
 



 

Wu, X., Beecher, G. R., Holden, J. M., Haytowitz, D. B., Gebhardt, S. E., & Prior, 

R. L. (2006). Concentrations of anthocyanins in common foods in the United 

States and estimation of normal consumption. Journal of Agricultural and Food 

Chemistry, 54, 4069-4075. 

Wu, X., Xu, X., Shen, J.,Perricone,  N. V., & Preuss, H. G. (2010). Enhanced 

weight loss from a dietary supplement containing standardized Phaseolus 

vulgaris extract in overweight men and women. The Journal of Applied 

Research, 10, 73-79. 

Xu, B. J., & Chang, S. K. C. (2007). A comparative study on phenolic profiles and 

antioxidant activities of legumes as affected by extraction solvents. Journal of 

Food Science, 72, 159-166. 

Xu, B. J., & Chang, S. K. C. (2008). Total phenolic content and antioxidant 

properties of eclipse black beans (Phaseolus vulgaris L.) as affected by 

processing methods. Journal of Food Science, 73, 19-27. 

Xu, B., & Chang, S. K. (2009). Total phenolic, phenolic acid, anthocyanin, flavan-3-

ol, and flavonol profiles and antioxidant properties of pinto and black beans 

(Phaseolus vulgaris L.) as affected by thermal processing. Journal of 

agricultural and food chemistry, 57, 4754-4764. 

You, L., Zhao, M., Regenstein, J. M., & Ren, J. (2010). Changes in the antioxidant 

activity of loach (Misgurnus anguillicaudatus) protein hydrolysates during a 

simulated gastrointestinal digestion. Food Chemistry, 120, 810-816.  

76 
 



 

 

 

 

CAPÍTULO III 

 

 

 

EFEITO DA DIGESTÃO IN VITRO NA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

DE EXTRATO RICO EM ANTOCIANINAS DE CASCA DE FEIJÃO 

PRETO 

 

 

 

 

 

Manuscrito em preparação para ser submetido à revista 

Journal of Food Science 

 

77 
 



 

  

78 
 



 

RESUMO 

O presente estudo teve por objetivo caracterizar as antocianinas (ANTs) de um 

extrato semipurificado de feijão preto e avaliar o efeito produzido pela digestão in 

vitro na atividade antioxidante, nos fenóis totais e nas ANTs monoméricas deste 

extrato. A identificação e quantificação das ANTs foram realizadas por CLAE-

EM/EM, o que possibilitou a identificação de: delfinidina 3-glicosídeo, petunidina 3-

glicosídeo e malvidina 3-glicosídeo. A digestão simulada provocou redução de 

45% na concentração de fenóis totais e 90% das ANTs. A atividade antioxidante, 

analisada pelos ensaios TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) e ORAC 

(Oxygen Radical Absorbance Capacity), também foi reduzida após a digestão, 

com 28 e 35% de redução, respectivamente. As reduções observadas na 

capacidade antioxidante foram provavelmente decorrentes da degradação das 

ANTs durante o processo de digestão intestinal. 

 

Palavras chave: Phaseolus vulgaris, Digestão in vitro, Antocianinas, ORAC, TEAC, 

CLAE-EM/EM.  
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1. Introdução 

Os feijões comuns (Phaseolus vulgaris) são amplamente consumidos e 

cultivados em diferentes regiões do planeta. O Brasil é o maior produtor mundial 

deste grão com uma produção anual em torno de 3,5 milhões de toneladas (MAPA 

2014).  

Representando uma fonte importante de compostos bioativos, concentrados 

principalmente em sua casca, os feijões de diferentes variedades apresentam 

composições características de polifenóis. Em meio a estes compostos, foram 

identificados ácidos hidroxi-cinâmicos e flavonoides como flavonóis e antocianinas 

(Lin et al. 2008; Oomah et al. 2010). Dentre os compostos presentes no feijão 

preto, destacam-se as antocianinas (ANTs) (Jordheim et al. 2006; Xu e Chang 

2009). 

Constituindo um importante grupo de flavonoides, as ANTs estão presentes 

principalmente em angiospermas. Estes pigmentos hidrossolúveis são 

responsáveis pelas cores que variam do rosa ao vermelho e do violeta ao azul 

escuro da maioria das frutas, vegetais, grãos e flores (Andersen e Jordheim 2013). 

Uma característica importante das ANTs é que são formadas por uma 

aglicona (antocianidina) unida a uma ou mais moléculas de açúcar e 

eventualmente a um ácido. A unidade estrutural da aglicona é o cátion flavilium, ao 

qual se encontram ligados os grupamentos hidroxila e/ou metoxila. Nos alimentos 

as principais antocianidinas encontradas são: cianidina, peonidina delfinidina, 

pelargonidina, malvidina e petunidina (Andersen e Jordheim 2013). Embora a 

cianidina seja a aglicona predominante na maioria dos alimentos, a delfinidina é 

reportada como a principal aglicona do feijão preto (Takeoka et al. 1997; Jordheim 

et al. 2006). Adicionalmente, apenas ANTs simples, ou seja, sem ácidos 

conjugados na molécula, já foram identificadas nos feijões (Takeoka et al. 1997; 

Wu e Prior 2005; Andersen e Jordheim 2013). 
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O consumo de ANTs, provenientes dos mais diversos alimentos, tem sido 

associado à redução do risco de uma série de doenças, tais como: alguns tipos de 

câncer, diabetes, doenças cardiovasculares, síndrome metabólica e outros tipos 

de doenças crônico-degenerativas. Muitos desses efeitos positivos estão 

relacionados com a atividade antioxidante atribuída às ANTs (He e Giusti 2010). 

Estes compostos apresentam atividade antioxidante elevada, devido ao 

poder de neutralização que possuem em relação aos radicais livres, com a 

consequente interrupção das reações em cadeia que determinam o dano oxidativo 

(He e Giusti 2010). Estudos realizados com ANTs extraídas de diferentes 

alimentos demonstraram a sua capacidade de inativar os radicais DPPH, ABTS e 

peroxila (Awika et al. 2005; Duymuş et al. 2014). Entretanto, as análises in vitro 

parecem demonstrar maior bioatividade das ANTs do que as análises in vivo (Liu 

et al. 2013). Este fato pode ser decorrente da degradação das ANTs durante a 

digestão. A instabilidade destes compostos nas condições de pH do intestino 

delgado e na presença de enzimas digestivas e sais biliares foi demonstrada 

previamente (Bouayed et al. 2011). 

A digestão in vitro tem se mostrado como uma alternativa para a avaliação 

das transformações sofridas por diferentes compostos durante a digestão 

gastrointestinal. Entretanto, este método apresenta algumas limitações, como a 

ausência da microbiota intestinal e dos controles hormonal e neural, responsáveis 

pela regulação dos principais processos digestivos como, o esvazimento gástrico, 

o trânsito intestinal e a secreção dos fluidos digestivos (Guerra et al. 2012). Ainda 

assim, por ser um método simples, rápido e não apresentar as restrições éticas 

encontradas nos ensaios in vivo, tem sido utilizado em inúmeros trabalhos de 

determinação de polifenois, ANTs e atividade antioxidante (McDougal et al. 2005; 

Liang et al., 2012; Correa-Betanzo et al. 2014). 

Estudos recentes avaliaram a atividade antioxidante de extratos obtidos a 

partir de grãos inteiros e da casca de feijões (Xu e Chang 2009; Oomah et al. 
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2010; Akond et al. 2011). Porém, trabalhos que avaliem o efeito da digestão nas 

ANTs e na atividade antioxidante de feijão são escassos. 

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da digestão in 

vitro nas ANTs monomérias e os fenóis totais, bem como na atividade antioxidante 

de um extrato rico em ANTs obtido da casca de feijão preto, por meio da 

simulação das condições químicas e enzimáticas da digestão gastrointestinal. 

Além disso, as ANTs do feijão preto foram identificadas e quantificadas, através de 

cromatografia líquida de alta eficiência, acoplada a espectrometria de massas 

(CLAE-EM/EM). 

 

2. Material e métodos 

2.1. Material 

Os feijões pretos, provenientes do estado de Minas Gerais, Brasil, foram 

adquiridos no comércio local de Campinas, em setembro de 2012 e estocados a -

18°C até o preparo do extrato. 

Os padrões de Trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-

carboxílico) e ácido gálico foram obtidos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA). 

Os padrões de delfinidina 3-glicosídeo (dfn 3-glc) e cianidina 3-glicosídeo (cnd 3-

glc) foram adquiridos da Extrasynthèse (Genay, França). 

Os reagentes [2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico)] (ABTS), 

2,2’-azobis (amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH), fluoresceína sódica, hidróxido 

de tolueno butilato (BHT), extrato de bile porcina, pepsina mucosa gástrica porcina 

e pancreatina de pâncreas porcino foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. 

Louis, USA).  
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O metanol grau cromatográfico (CLAE) foi obtido de J. T. Baker (Mexico 

City, D.F., Mexico). A água foi purificada pelo sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, 

USA. Os solventes, ácidos e demais reagentes utilizados nas diferentes análises 

foram de grau analítico da Labsynth (Diadema, Brasil). 

2.2. Extração e purificação das antocianinas 

A extração das ANTs foi realizada segundo o método descrito por Jordheim 

et al. (2006), com ligeiras modificações. Inicialmente, 4 kg de grãos de feijão foram 

embebidos em 4,8 L de água destilada (0,5% HCl), durante 16 h a 4°C. Esta etapa 

foi realizada com o objetivo de melhorar o rendimento, visto que a extração 

realizada diretamente com metanol produz uma concentração de ANTs muito 

baixa. Em seguida, os feijões foram extraídos duas vezes com 4,8 L de metanol 

(0,5% HCl) por 24 h a 4°C. Após centrifugação, filtração a vácuo e concentração 

sob pressão reduzida (T<38°C), os extratos foram recombinados e tiveram o 

volume ajustado com água para 600 mL. Posteriormente, o extrato sofreu partição 

líquido-líquido com acetato de etila (3 x 600 mL) para remoção de flavonoides 

menos polares e outros compostos não polares. A camada aquosa foi concentrada 

para 300 mL e submetida a coluna Amberlit XAD 7 (Sigma), que foi lavada com 

água para remoção de açúcares livres e ácidos alifáticos. As ANTs foram então 

eluídas com metanol (0,5% HCl) e o eluato foi concentrado à vácuo para 

eliminação do solvente, liofilizado e armazenado a -80°C até o momento das 

análises. Este extrato foi denominado extrato rico em ANTs (ERA). 
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2.3. Análises das antocianinas por cromatografia líquida e espectrometria 

de massas (CLAE-EM/EM) 

Condições da CLAE-EM/EM 

As análises das ANTs presentes no ERA foram executadas em um 

cromatógrafo líquido de alta eficiência acoplado a espectrômetro de massas 

Shimadzu 8040 (Kyoto, Japão) do tipo triplo quadrupolo equipado, com fonte de 

ionização electrospray (ESI). 

A separação cromatográfica foi realizada em coluna Nova-Pak® C18 (4 µm, 

3.9 mm i.d., 150 mm) (Waters, Milford, MA, EUA) usando fase móvel binária. O 

solvente A foi água e o solvente B foi metanol, ambos com 5% de ácido fórmico. O 

gradiente de eluição a 35 °C foi o seguinte: 0 min, 10% B; 0-15 min, 10-40% (v:v) 

B; 15-16 min, 40-100% (v:v) B; 16-17 min, 100% (v:v) B; 17-18 min, 100-10% B; 

18-20 min, 10% (v:v) B, a um fluxo de 0,9 mL/min. A temperatura do amostrador 

automático foi mantida a 15°C e o volume de injeção foi de 10 µL. Os parâmetros 

da fonte de ionização foram voltagem capilar de 4,5 kV; temperatura de 300 °C; 

temperatura da linha de dessolvatação de 230 °C; fluxo do gás de secagem (N2) a 

15 L/min; fluxo do gás nebulizador (N2) a 3 L/min; pressão de gás (Ar) para 

dissociação induzida por colisão de 228 kPa. 

A seleção das ANTs foi realizada previamente, de acordo com análise de 

varredura completa do extrato de casca de feijão. Os experimentos de EM/EM 

foram feitos no modo positivo e então, um método de CLAE-EM/EM utilizando 

monitoramento de múltiplas reações (MRM) para garantir maior sensibilidade e 

especificidade foi desenvolvido e aplicado à amostra real. Cnd 3-glc foi empregada 

como padrão interno (PI) por não estar presente na amostra (Wu e Prior 2005) e 

dfn 3-glc foi usada para a construção da curva analítica para determinação de 

todas as ANTs. A Tabela 1 apresenta os parâmetros de DP (Potencial de Orifício), 

CE (Energia de Colisão) e CXP (Potencial de Saída da Cela de Colisão), 
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otimizados para a análise de transição MRM de cada analito e do PI. Os dados 

foram adquiridos pelo software Labsolution (versão 5.53 SP2, Shimadzu). 

 

Tabela 1. Parâmetros de espectrometria de massas para as transições MRM. 

Composto Transições (m/z) DP (V) CE(V) CXP (V) 

Delfinidina 3-glucosídeo 465>303 -16 -21 -23 

Petunidina 3-glucosídeo 479>317 -17 -23 -23 

Malvidina 3-glucosídeo 493>331 -17 -22 -24 

Cianidina 3-glucosídeo 449>287 -21 -28 -15 

DP: potencial de orifício, CE: energia de colisão, CXP: potencial de saída da 
cela de colisão. 

 

Preparo dos padrões e curva de calibração 

Soluções estoque dos padrões de ANTs (1mg/mL) foram preparadas em 

metanol:água (1:1, v:v) e estocadas a 4°C. Posteriormente, uma solução 

intermediária de cada padrão (10 µg/mL) foi preparada em metanol:água (1:1, v:v). 

Diluições desta solução foram feitas a 7 diferentes níveis para as curvas analíticas 

de dfn 3-glc, que foram produzidas com as concentrações de 200, 400, 600, 800, 

1000, 1200 e 1500 ng/mL. Para prevenir a degradação dos compostos, todas as 

soluções foram mantidas ao abrigo da luz. 

Os resultados foram expressos como µg de equivalentes de dfn 3-glc/mg de 

extrato. Todas as análises foram realizadas em triplicata. 
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2.4. Digestão gastrointestinal in vitro 

O diagrama de fluxo do processo de digestão está apresentado na Figura 1. 

A digestão gastrointestinal in vitro foi realizada de acordo com o método descrito 

por Faller et al. (2012), com ligeiras modificações. Brevemente, 200 mg de extrato 

liofilizado foi misturado com 4,5 mL solução salina (NaCl 140 mM, KCl 5 mM e 

BHT 150 µM) e agitada por 10 min a 21 °C. A mistura foi acidificada com HCl 0,1 

M/1 M até atingir o pH 2. Foram adicionados 125 µL de solução de pepsina (200 

mg de pepsina em 5 mL de HCl 0,1 M) e a mistura foi colocada em um agitador a 

37°C por 1 h para realização da digestão gástrica. Após esta etapa, o pH da 

solução foi ajustado para 6,9 pela adição de NaHCO3 0,1 M/1 M e foram 

adicionados 625 µL de solução de bile-pancreatina (225 mg de extrato de bile e 37 

mg de pancreatina em 19 mL de NaHCO3 0,1 M. A digestão intestinal foi 

conduzida em agitador a 37°C por 2 h. Antes de cada etapa de digestão gástrica e 

intestinal, os extratos foram submetidos à atmosfera saturada por nitrogênio para 

prevenir a degradação das ANTs pela oxidação. O volume final foi ajustado para 

11 mL com solução salina, aliquotado e estocado a -80 °C para posteriores 

experimentos. Este extrato foi chamado de extrato rico em ANTs digerido (ERAD). 
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em banho a 50°C, as absorbâncias foram lidas a 760 nm em espectofotômetro 

(DU-640™, Beckman-Coulter - Brea, CA, USA). A quantificação foi realizada por 

meio de curva de calibração do ácido gálico (1,0 – 60,0 µg/mL) e os resultados 

foram expresso em µg de equivalente de ácido gálico (EAG)/mg de extrato. 

2.6. Determinação das antocianinas monoméricas 

A determinação das ANTs monoméricas foi realizada em ambos os extratos 

pelo método do pH diferencial, de acordo com a metologia proposta por Giusti e 

Wrolstad (2001). Inicialmente, foi determinado o fator de diluição adequado, 

através da diluição da amosta em tampão cloreto de potássio (pH 1,0; 0,025 M) de 

forma a se obter absorbância próxima de 0,8, a 520 nm. Em seguida, foram 

preparadas duas diluições de cada extrato, uma em tampão cloreto de potássio e 

outra em tampão acetato de sódio (pH 4,5; 0,4 M). Após incubação de 30 min ao 

abrigo da luz, foram realizadas as leituras em espectrofotômetro a 520 e 700 nm. 

As ANTs monoméricas foram expressas em µg de equivalente cnd 3-glc/mg de 

extrato, considerando o peso molecular de 449,2 g/mol e coeficiente de absorção 

molar (ε) de 26,900 L/mol.cm (Jurd e Asen, 1966) empregando a Equação 1: 

 

𝐴𝐴𝐴𝐴 (𝑚𝑚𝑚𝑚/𝐿𝐿) =
[(𝐴𝐴520 −  𝐴𝐴700)𝑝𝑝𝑝𝑝1 − [(𝐴𝐴520 −  𝐴𝐴700)𝑝𝑝𝑝𝑝4,5 ]×𝑃𝑃𝑃𝑃 ×𝐹𝐹𝐹𝐹 ×103𝜀𝜀 ×1   (eq. 1) 

 

onde A520 e A700 correspondem às absorbâncias a 520 e 700 nm, respectivamente; 

FD ao fator de diluição e 1 ao caminho ótico em cm. 

Embora a principal ANT do feijão preto seja a dfn 3-glc, o teor das ANTs 

monoméricas foi calculado em equivalentes de cnd 3-glc, devido à ausência de 

informações na literatura sobre o coeficiente de absorção molar da dfn 3-glc em 

tampão. 
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2.7. Determinação da capacidade antioxidante pelo ensaio TEAC (Trolox 

Equivalent Antioxidant Capacity) 

O ensaio TEAC, que avalia a capacidade de um composto neutralizar o 

radical estável ABTS em comparação com a atividade antioxidante do Trolox, foi 

realizado de acordo com o método descrito por Leite et al. (2012). A produção de 

ABTS•+ ocorreu pela mistura de 5 mL de solução aquosa de ABTS [2,2'-azino-bis 

(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico)] 7 mM com 88 µL de persulfato de potássio 

140 mM. O radical foi diluído em água de modo a se obter absorbância de 0,7000 

± 0,02 a 734nm. Os extratos, também diluídos em água, foram analisados na 

concentração de 0,02 mg/mL. A reação ocorreu pela adição de 250 µL de solução 

de ABTS•+ a 50 µL de extrato ou padrão, por 6 minutos, seguida de leitura de 

absorbância a 734 nm em leitor de microplacas (NOVOstar®, BMG Labtech - 

Offenburg, Alemanha). Os resultados foram calculados com base em curva de 

calibração de Trolox (10 – 170 µM) (% de inibição x concentração de Trolox) e 

expressos em µM de equivalentes Trolox/mg de extrato. 

2.8. Determinação da capacidade antioxidante pelo ensaio ORAC (Oxygen 

Radical Absorbance Capacity) 

O ensaio ORAC foi baseado na metodologia descrita por Leite et al. (2011). 

Foram empregadas microplacas pretas com 96 poços. Devido à grande variação 

de resultados decorrente do uso dos poços externos da microplaca, os mesmos 

não foram utilizados durante o experimento. As soluções envolvidas na reação 

foram preparadas com tampão fosfato 75 mM (pH 7,4). Os extratos, diluídos em 

água, foram analisados na concentração de 0,075 mg/mL. Nos poços contendo 20 

μL dos extratos ou diferentes concentrações de padrão de Trolox foram 

adicionados 120 μL de solução de fluoresceína (70 μM) e em seguida 60 μL de 

solução de AAPH (12 mM) para dar início à reação. O decaimento da 

fluorescência foi registrado em leitor de microplacas, a cada 1 min durante 80 min, 

a 37°C com emissão à 520 nm e excitação à 485 nm. Um branco da reação 
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(fluoresceína + AAPH) com tampão no lugar do antioxidante foi realizado. Os 

resultados, expressos em μmol de equivalents de Trolox/mg de extrato, foram 

calculados usando a área relativa sob a curva das amostras comparada com a 

curva do padrão de Trolox (25 - 700 μM). A área sob a curva foi calculada de 

acordo com a Equação 2. 

AUC = 1 + f1/f0 +... fi/f0 + ... f80/f0  (eq. 2) 

onde f0 e fi são representados pelas fluorescências obtidas nos tempos 0 e 

intermediários entre 0 e 80 minutos, respectivamente. 

2.9. Análises estatísticas 

Os dados obtidos foram avaliados através teste t para amostras pareadas, 

pelo software STATISTICA (StatSoft Inc., 2013, versão 12.0). A significância foi 

determinada a p<0,05. Os resultados foram apresentados como média ± desvio 

padrão das triplicatas analisadas. 

 

3. Resultados e discussão 

3.1. Identificação e análise quantitativa das antocianinas 

As análises qualitativas e quantitativas das ANTs do ERA foram realizadas, 

através de CLAE-EM/EM. O modo positivo foi escolhido para a condução dos 

experimentos uma vez que as ANTs são carregadas positivamente. Inicialmente 

foi realizada a seleção das ANTs do extrato através de análise de varredura 

completa. Em seguida, análises de EM/EM foram realizadas no extrato e também 

no padrão dfn 3-glc para conhecimento das características dos íons produto e 

perdas neutras. Foram detectados os íons de massa m/z 303, m/z 317 e m/z 331, 

correspondentes à perda da molécula de açúcar. Portanto, as transições 
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ANT foi identificada como dfn 3-glc (Figura 3). Comparações dos dados do 

espectro de massa deste pico com o padrão dfn 3-glc confirmaram esta 

identificação. 

O perfil do espectro de massas do pico 3 (Figura 2) revelou o íon molecular 

[M]+ em m/z 479 e o fragmento EM/EM em m/z 317, correspondente à aglicona 

petunidina e resultante da perda de uma hexose [M-162]+. Desta maneira, pode-se 

sugerir que o composto seja a petunidina 3-glicosídeo (ptn 3-glc) (Figura 3), visto 

que outros autores demonstraram a presença desta ANT em feijão preto (Yoshida 

et al. 1996; Takeoka et al. 1997; Wu e Prior 2005). 

Finalmente, a análise do pico 4 (Figura 2) mostou o íon molecular [M]+ em 

m/z 493 e o fragmento MS/MS, proveniente da perda de uma hexose [M-162]+, em 

m/z 331, indicativo da aglicona malvidina. Com base nestas evidencias e em 

dados da literatura, sugere-se que seja a malvidina 3-glicosídeo (mvd 3-glc) 

(Yoshida et al. 1996; Takeoka et al. 1997; Wu e Prior 2005). 

 

C
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OCH3
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Delfinidina

OCH3

OH
R2

Antocianidina R2R1

R1

OH

O+HO

OH

O-glicose

A

B

 

Figura 3. Estruturas das antocianinas encontradas no extrato rico em ANTs da 

casca de feijão preto. 
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Embora monoglicosídeos de delfinidina, petunidina e malvidina tenham sido 

identificados em feijões pretos (Takeoka et al. 1997; Aparício-Fernandez et al. 

2005; Wu e Prior 2005; Jordheim et al. 2006), alguns autores descrevem a 

presença das mesmas agliconas na forma livre ou ainda diglicosiladas em feijões 

com esta mesma cor de casca (Yoshida 1997; Romani et al. 2004; Aparício-

Fernandez et al. 2005; Wu e Prior 2005). Diferenças na origem, no cultivar e no 

grau de maturação, além do método empregado na extração, poderiam explicar 

estas discrepâncias (Macz-Pop et al. 2006). 

A quantificação das ANTs foi baseada na curva padrão de dfn 3-glc obtida 

pela análise CLAE-EM/EM (MRM) utilizando a cnd 3-glc como padrão interno. A 

curva teve a seguinte equação para a dfn 3-glc: y = 1,6181x - 0,0404; R2 = 0,9955. 

Os resultados estão apresentados na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Identificação e quantificação das antocianinas do extrato da casca do 

feijão preto. 

Pico* [M]+ (m/z) MS/MS (m/z) Composto 
µg de equivalente de 

dfn 3-glc/mg de 
extrato 

1 465 303 [M-162]+ delfinidina 3-glicosídeo 48,1±4,9 

3 479 317 [M-162]+ petunidina 3-glicosídeo 35,0±3,3 

4 493 331 [M-162]+ malvidina 3-glicosídeo 26,6±1,3 

*Numerado de acordo com o cromatograma. 
Dfn 3-glc: delfinidina 3-glicosídeo. 

 

As análises quantitativas revelaram que a dfn 3-glc foi a ANT majoritária do 

extrato, representando 44% do total das ANTs, seguida de ptn 3-glc e mvd 3-glc 

com 32% e 24%, respectivamente. Wu et al. (2006) indicaram relações 

percentuais de ANTs muito próximas às encontradas em nosso trabalho, com 
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41,5% (dfn 3-glc), 34,5% (ptn 3-glc), 24% (mvd 3-glc). Por outro lado, Takeoka et 

al. (1997) reportaram 56%, 26% e 18% para dfn 3-glc, ptn 3-glc e mvd 3-glc, 

respectivamente. É interessante observar que, mesmo com proporções variadas, 

foi mantido o mesmo perfil quantitativo das ANTs. De acordo com Choung et al. 

(2003), grãos da mesma espécie, mesmo que sejam produzidos em diferentes 

regiões ou países contém as mesmas ANTs, variando apenas os seus teores. 

3.2. Perfil dos compostos fenólicos nos extratos purificado e digerido 

O impacto da digestão gastrointestinal in vitro nos fenóis totais e nas 

antocianinas monoméricas pode ser observado na Tabela 3. 

 

Tabela 3. Teores de fenóis totais e antocianinas monoméricas em ERA e ERAD. 

 

 

 

 

 

ERA - extrato rico em antocianinas; ERAD - extrato rico em antocianinas digerido. 
Valores expressos como média ± desvio padrão de análises em triplicatas. 
aµg equivalente ác.gálico/mg extrato; bµg equivalente cianidina 3-glicosídeo/mg extrato. 

 

Os fenóis totais presentes no ERA apresentaram redução significativa 

(p<0,05) após o processo de digestão, com 45% de redução em seus teores. 

Trabalhos prévios realizados com grãos, sucos de frutas e berries demonstram 

que a digestão in vitro pode afetar os compostos fenólicos, reduzindo suas 

concentrações. Este decréscimo seria decorrente de alterações estruturais, 

degradação ou interação com outros compostos, como por exemplo, enzimas 

(Bermúdez-Soto et al. 2007; Tarko et al. 2009; Nderitu et al. 2013; Correa-Betanzo 

Extrato Fenois totaisa Antocianinas 
Monoméricasb 

ERA 77,4±2,2 
p-valor 
0,0015 

132,6±3,5 
p-valor 
0,0002 

ERAD 42,3±0,8 13,2±0,3 
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et al. 2014; Huang et al. 2014). Por outro lado, a digestão in vitro não provocou 

alterações nos teores de fenóis totais em trabalho realizado com feijoada (Faller et 

al. 2012). Resultados semelhantes foram reportados por Akillioglu e Karakaya 

(2010) ao avaliar as alterações provocadas pela digestão na composição dos 

fenólicos em feijões. 

Por sua vez, as ANTs monoméricas tiveram as suas concentrações 

diminuídas em 90% após a digestão, o que seria um indicativo da instabilidade 

das ANTs frente à digestão intestinal. Resultados semelhantes foram reportados 

em trabalhos realizados com ANTs provenientes de diferentes alimentos como 

uvas, romãs e berries, (Pérez-Vicente et al 2002; McDougall et al. 2005; 

Bermúdez-Soto et al. 2007; Tagliazucchi et al. 2010; Liang et al. 2012). 

As ANTs, que ocorrem sob quatro estruturas moleculares em equilíbrio 

dependente de pH, têm a sua estabilidade reduzida rapidamente em pH > 4,5, 

quando o cátion flavilium (vermelho, pH 1-2) é convertido nas formas menos 

estáveis: pseudobase (incolor, pH 4-5), base quinoidal (roxa, pH 6-7) e chalcona 

(incolor a amarela, pH 7-8) (Nielsen et al. 2003). Nesta última forma, pode ocorrer 

fissão entre os anéis B e C (Fig. 2) resultando em destruição do sistema cromóforo 

(McDougall et al. 2005). De acordo com Bouayed et al. (2011), o meio levemente 

alcalino encontrado nas condições de digestão intestinal e a ação dos sais biliares 

e da pancreatina podem provocar a degradação das ANTs. Isto poderia ser uma 

das principais razões para o importante decréscimo observado nas ANTs do 

presente estudo. 

Outro aspecto que deve ser levado em consideração é o fato da 

estabilidade das ANTs estar diretamente relacionada com as sua estrutura 

química. As ANTs aciladas são mais estáveis que as não aciladas, as formas 

antociânicas diglicosiladas apresentam maior estabilidade que as 

monoglicosiladas e agliconas com maior número de metoxilas são mais estáveis 

que aquelas com maior número de hidroxilas (Mc Dougall et al. 2005; Correa-
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Betanzo et al. 2014). Estudos prévios reportaram redução nas concentrações de 

ANTs após digestão in vitro, com perdas mais pronunciadas de dfn 3-glc (Pérez-

Vicente e al. 2002; Liu et al. 2013; Correa-Betanzo et al. 2014). Portanto, as 

perdas verificadas em nosso estudo poderiam estar associadas à estrutura das 

ANTs, visto que no ERA foram detectadas ANTs monoglicosiladas e não aciladas, 

além da ANT majoritária ser dfn 3-glc, cuja aglicona não apresenta metoxilas em 

sua estrutura. 

Além disso, uma parte das ANTs pode ter sido convertida em outros 

compostos, tais como ácidos fenólicos, como descrito por Keppler e Humpf (2005). 

Esses compostos seriam formados provavelmente pela cisão do anel B de 

agliconas. 

3.3. Atividade antioxidante 

As alterações provocadas pela digestão in vitro na atividade antioxidante do 

ERA foram avaliadas através dos métodos TEAC e ORAC, apresentados nas 

Figuras 4 e 5, respectivamente. As tendências em ambas análises antioxidantes 

foram similares às observadas nos ensaios de fenóis totais e antocianinas 

monoméricas, com decréscimo significativo (p<0,05) da atividade após a digestão 

simulada. 
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Figura 4. Efeito da digestão gastrointestinal in vitro na atividade antioxidante dos 

extratos avaliada pelo método TEAC. 

Valores expressos como média ± desvio padrão de análises em triplicatas. 

* indica valor significativamente diferente (p>0,05) do extrato não digerido. 

ERA: extrato rico em antocianinas; ERAD extrato rico em antocianinas digerido. 

 

A capacidade de neutralização do ABTS•+ foi reduzida em 28% após a 

digestão intestinal, com 4,50 ± 0,02 e 3,24 ± 0,15 µmol TE/mg para o ERA e 

ERAD, respectivamente. Estes dados diferem dos reportados por Akillioglu e 

Karakaya (2010), que observaram aumento da inibição do ABTS•+ após a 

digestão. Entretanto, este estudo foi realizado com feijões inteiros e a presença de 

ANTs não é descrita nas variedades estudadas. 

Ao final do processo de digestão intestinal, a atividade antioxidante do ERA, 

avaliada pelo ensaio ORAC, apresentou diminuição de 35%. Os valores 

encontrados foram de 4,61 ± 0,37 µmol TE/mg de extrato para ERA e 2,99 ± 0,06 

µmol TE/mg de extrato para ERAD. É interessante ressaltar que valores muito 

próximos foram encontrados por Liu et al. (2013), ao avaliar o efeito da digestão 
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nas ANTs de mirtilo. Os autores reportaram 4,1 e 2,9 µmol TE/mg de extrato não 

digerido e digerido, respectivamente e indicaram que malvidina, delfinidina e 

petunidina foram as principais ANTs encontradas na fruta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Efeito da digestão gastrointestinal in vitro na atividade antioxidante dos 

extratos avaliada pelo método ORAC. 

Valores expressos como média ± desvio padrão de análises em triplicatas. 

* indica valor significativamente diferente (p>0,05) do extrato não digerido. 

ERA: extrato rico em antocianinas; ERAD extrato rico em antocianinas digerido. 
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Os resultados reportados na literatura sobre modelos de digestão in vitro 

são controversos, apontando tanto para aumento, como redução da capacidade 

antioxidante ao final da digestão, como apresentado na Tabela 4. O alimento 

avaliado seria a principal razão para estas diferenças, uma vez que a composição 

de polifenóis varia muito nos diversos alimentos. De acordo com Tarko et al. 

(2009), o tipo de alteração provocadas pela digestão na atividade antioxidante 

ocorre em função da natureza e estrutura do polifenol. Além disso, as divergências 

observadas nestes trabalhos também podem ser decorrentes de variações nos 

princípios dos ensaios, nos radicais utilizados, no potencial redox dos reagentes 

em questão e no tempo de reação empregado (Toydemir et al. 2013). 

Estudos prévios sugerem que diferentes fatores podem ser responsáveis 

pelo aumento da capacidade antioxidante após a digestão. Foram reportadas a 

liberação de compostos simples, como ácidos fenólicos, a partir da quebra de 

compostos poliméricos presentes em vinho tinto (Noguer et al., 2008) e também 

de monômeros e agliconas provenientes da decomposição de procianidinas 

presentes em maçãs (Tarko et al., 2009). Além disso, a digestão de amido e 

proteínas liberou polifenois presentes em feijão (Akillioglu & Karakaya, 2010) e as 

condições ácida do estômago e alcalina do intestino promoveram a liberação de 

compostos fenólicos fortemente ligados à parede celular de casca de uva 

(Tagliazucchi et al., 2010). Adicionalmente, alterações de pH e a ação de enzimas 

digestivas também podem levar à alterações de estrutura dos compostos fenólicos 

com formação de compostos com elevado potencial antioxidante (Bermúdez-Soto 

et al. 2007; Noguer et al. 2008; Liang et al. 2012). 

Por outro lado, a redução da atividade antioxidante como consequência da 

degradação das ANTs durante a digestão intestinal foi previamente reportada (Liu 

et al. 2013). Adicionalmente, diversos trabalhos conduzidos com diferentes tipos 

de alimentos, cujos compostos bioativos majoritários eram ANTs, evidenciaram a 

redução da atividade antioxidante (Liang et al. 2012; Liu et al. 2013; Correa-

Betanzo et al. 2014; Huang et al. 2014). 
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Tabela 4. Dados da digestão in vitro na atividade antioxidante reportados na 

literatura recente. 

Alimento Análise 
Atividade 

antioxidante Referência 

Vinho tinto ORAC ↑ Noguer et al., 2008 
 FRAP ↓  
    

Ameixa, banana, chokeberry, 
maçã, melão e pera 

ABTS ↑ ou ↓ Tarko et al., 2009 

    
Feijões DPPH ↑ ou ↓ Akillioglu & Karakaya, 2010 

 ABTS ↑  
    

Uva FRAP ↑ Tagliazucchi et al., 2010 
 ABTS ↑  
    

Maçã FRAP ↓ Bouayed et al., 2011 
 ABTS ↑  
    

Morus atropurpurea Roxb. 
(Mulberry) 

Captura OH• ↓ Liang et al., 2012 

 DPPH ↓  
 ABTS ↓  
    

Vaccinium spp. (mirtilo) ORAC ↓ Liu et al., 2013 
    

Chá + suco de frutas DPPH ↓ Chen et al., 2013 
 ABTS ↓  
 FRAP ↓  
    

Ribes uva-crispa (gooseberry) DPPH ↑ Chiang et al., 2013 
 ORAC ↑  
    

Prunus cerasus L. (cereja) ABTS ↓ Toydemir et al., 2013 
 CUPRAC ↓  
 DPPH ↑  
    

Vaccinium angustifolium (mirtilo) DPPH ↓ Correa-Betanzo et al., 2014 
 Captura O2

•- ↓  
    

Myrica rubra (bayberry) FRAP ↓ Huang et al., 2014 
 ABTS ↓  
 DPPH ↓  
 ORAC sem diferença  

 
ORAC: Capacidade de Absorção do Radical Oxigênio; FRAP: potencial antioxidante de redução do 

ferro; DPPH: capacidade de redução do radical DPPH; ABTS: capacidade de redução do radical 

ABTS. 
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Nossos dados diferem de estudos realizados com frutas, sucos e grãos, nos 

quais ocorreu aumento da atividade antioxidante em consequência da possível 

liberação de compostos fenólicos durante o processo digestivo. Visto que o 

presente estudo foi realizado com um extrato purificado rico em ANTs, inferimos 

que as reduções observadas na capacidade antioxidante foram decorrentes da 

degradação das ANTs durante o processo de digestão intestinal. 

 

4. Conclusão 

Os efeitos da digestão in vitro no ERA, obtido a partir da casca de feijão 

preto, foram avaliados no presente estudo. Além disso, foram identificadas as 

ANTs dfn 3-glc, ptn 3-glc e mlv 3-glc no extrato purificado da casca de feijão preto, 

sendo dfn 3-glc a ANT majoritária. Os nossos resultados mostram que a digestão 

foi responsável pelo decréscimo nas concentrações dos fenóis totais, das ANTs 

monoméricas e na atividade antioxidante avaliada através dos ensaios TEAC e 

ORAC. A redução da atividade antioxidante foi atribuída à degradação das ANTs 

durante o processo digestivo. Através de uma abordagem relativamente simples, 

quando comparada com estudos in vivo, observamos que a digestão pode alterar 

os efeitos biológicos das ANTs presentes no feijão preto, influenciando a sua 

capacidade antioxidante. 
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RESUMO 

As antocianinas são compostos bioativos com propriedades antioxidantes e 

antidiabéticas. A hiperglicemia associada ao aumento do estresse oxidativo e 

alterações pancreática, hepática e renal são características do diabetes induzido 

por estreptozotocina (STZ). Neste estudo, foram avaliados os possíveis efeitos da 

administração de um extrato rico em antocianinas de casca de feijão preto (ERA) 

em ratos com diabetes induzido por STZ. Ratos machos Wistar foram divididos em 

5 grupos (controle normal, controle diabético, normal tratado com ERA, diabético 

pré-tratado com ERA e diabético pós-tratado com ERA) e tratados com veículo ou 

dose de 50 mg de extrato/kg de peso corpóreo. Foram avaliados o consumo de 

ração, glicemia, peso corpóreo, perfis enzimáticos hepático e renal, histologia dos 

tecidos pancreático e hepático, bem como o potencial antioxidante através da 

análise das enzimas catalase, glutationa redutase e ensaio ORAC plasmático. Os 

resultados mostraram que a administração de ERA não afetou de forma negativa 

os animais saudáveis. Os efeitos protetores do ERA frente ao diabetes foram 

observados apenas nos animais do grupo pré-tratado que apresentaram melhora 

nos níveis da glicemia e no ganho de peso, além de exibir alterações 

pancreáticas, hepáticas e renais menos pronunciadas do que nos demais grupos 

diabéticos. O tratamento realizado com ERA, após a indução do diabetes, não 

reduziu as lesões e não melhorou o estado geral dos animais. O pré-tratamento 

com ERA não impediu o aparecimento do diabetes, porém foi capaz de atenuar os 

danos provocados pela doença, como hiperglicemia e perda de peso. Estes 

resultados demonstram que o consumo preventivo de ANTs da casca de feijão 

pode retardar ou reduzir os danos provocados pelo diabetes. 

 

 

 

Palavras chave: Antocianinas, diabetes, Phaseolus vulgaris, glicemia, ORAC. 
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1. Introdução 

O diabetes mellitus pode ser definido como um grupo de desordens 

metabólicas caracterizadas por hiperglicemia crônica resultante de defeitos na 

secreção e/ou ação da insulina. Suas principais formas são o diabetes tipo 1 (DT1) 

e o tipo 2 (DT2). Enquanto o DT1 é caracterizado pela destruição das células β do 

pâncreas, o DT2 resulta da resistência à insulina associada à deficiência relativa 

deste hormônio, sendo esta a forma mais prevalente da doença com mais de 90% 

dos casos [1]. 

O estresse oxidativo, associado à hiperglicemia e à hiperlipidemia 

características do diabetes, são responsáveis pelas alterações macrovasculares, 

que podem ocasionar infarto, acidente vascular cerebral e doença vascular 

periférica e pelas alterações microvasculares que levam à retinopatia, nefropatia e 

neuropatia [2, 3]. Estas complicações a longo prazo contribuem para o aumento 

da morbidade e mortalidade, com projeções alarmantes de aumento de casos. A 

previsão é que o número de diabéticos aumente de 285 milhões em 2010 para 

439 milhões em 2030 [4]. 

Inúmeros medicamentos são empregados no tratamento do diabetes, para 

prevenção de suas complicações. Entretanto, estas drogas podem apresentar 

efeitos colaterais como hipoglicemia, aumento de peso e distúrbios 

gastrointestinais [5]. Por esta razão, nos dias atuais, existe uma busca por fontes 

alternativas e seguras que colaborem de maneira coadjuvante no tratamento da 

doença, reduzindo a quantidade de medicamento necessária para o seu controle 

[6; 7]. 

Estudos prévios demonstraram o efeito positivo observado após a 

administração de compostos provenientes de alimentos no abrandamento dos 

sintomas do diabetes [8; 9;10].  
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As antocianinas (ANTs), responsáveis pelas cores que variam do salmão ao 

vermelho e do lilás ao azul escuro em um grande número de frutas, vegetais e 

grãos, estão amplamente presentes na dieta humana. Estes pigmentos 

hidrossolúveis, pertencentes ao grupo dos flavonoides são glicosídeos e 

acilglicosídeos de seis principais antocianidinas - cianidina, delfinidina, malvidina, 

pelagonidina, peonidina e petunidina. Além de conferir cor às plantas, também são 

responsáveis pela proteção contra a luz UV e o estresse oxidativo, por esta razão 

estes compostos bioativos são considerados antioxidantes [11; 12]. Uma recente 

revisão publicada por Sancho e Pastore [13] aborda em maiores detalhes o efeito 

das ANTs em diabetes tipo 2. 

Diversos autores reportaram a melhora no quadro diabético decorrente do 

consumo de ANTs provenientes de diferentes alimentos como amoras [14], milho 

roxo [15, 16], bilberry [9], mirtilo [17], soja negra [8] e arroz negro [18]. Nestes 

trabalhos foi demonstrado que o modo de ação das ANTs envolve diferentes 

mecanismos como a redução do estresse oxidativo [14; 19], a melhora na 

resistência à insulina [9, 15, 18; 20], o aumento na secreção de insulina [8; 21; 22] 

e a proteção de células β [23; 24]. 

Os feijões (Phaseolus vulgaris) se destacam dentre as leguminosas por 

serem os mais importantes para o consumo humano direto e as variedades que 

apresentam coloração vermelha ou preta podem conter quantidades expressivas 

de ANTs em sua casca [25, 26, 27]. 

Estes grãos representam uma fonte importante de carboidratos e proteínas, 

sendo o Brasil o principal produtor mundial [28]. Trabalhos indicam que o seu 

consumo está associado à redução de pressão arterial, circunferência abdominal, 

glicemia, triglicérides e colesterol LDL, além de manutenção de peso corporal 

adequado [29; 30]. Adicionalmente, estudos in vitro realizados com a casca de 

feijão demonstraram que as atividades antioxidante, anti-inflamatória e 

antiproliferativa podem ser relacionadas com a presença de polifenóis, dentre eles 
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as ANTs [31; 32]. Ainda que inúmeros estudos tenham sido realizados com ANTs 

originárias de diversas fontes para avaliação de seu efeito no diabetes, não foram 

relatados ensaios conduzidos com estes compostos provenientes de casca de 

feijão. 

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do extrato de casca feijão 

preto, rico em ANTs, na glicemia, no peso, nas funções hepática e renal e no 

estatus antioxidante de ratos com diabetes induzido por estreptozotocina (STZ). 

2. Material e Métodos 

2.1. Material 

Os feijões pretos, provenientes do estado de Minas Gerais, Brasil, foram 

adquiridos no comércio local de Campinas, em setembto de 2012 e estocados a -

18°C até o momento das análises. 

O padrão de Trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico) 

e os reagentes ácido metafosfórico, 2,2’-azobis (amidinopropano) dihidrocloreto 

(AAPH), fluoresceína sódica, beta-NADPH, (-)-glutationa oxidada (GSSG), ácido 

5,5´-ditio-bis 2-nitrobenzóico (DTNB), foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. 

Louis, USA). A STZ foi da marca Merck (Darmstadt, Alemanha). Os demais 

solventes ácidos e reagentes utilizados nas diferentes análises foram de grau 

analítico da Labsynth (Diadama, Brasil). A água foi purificada pelo sistema Milli-Q 

(Millipore, Bedford, USA). 

2.2. Extração e purificação das antocianinas 

A extração das ANTs foi realizada de acordo com o método descrito por 

Jordheim et al [27], com ligeiras modificações. Inicialmente, 4 kg de grãos de feijão 

foram embebidos em 4,8 L de água destilada (0,5% HCl), durante 16 h a 4°C. Na 

sequência, os feijões foram extraídos duas vezes com 4,8 L de metanol (0,5% 
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HCl) por 24 h a 4°C. Após centrifugação, filtração a vácuo e concentração sob 

pressão reduzida (T<38°C), os extratos foram recombinados e tiveram o volume 

ajustado com água para 600 mL. Posteriormente, o extrato sofreu partição líquido-

líquido com acetato de etila (3 x 600 mL) para remoção dos compostos de baixa 

polaridade. A camada aquosa foi concentrada para 300 mL e submetida a coluna 

Amberlit XAD 7 (Sigma), para remoção de açúcares livres e ácidos com água. As 

ANTs foram então eluídas com metanol (0,5% HCl). O eluato foi concentrado à 

vácuo para eliminação do solvente, liofilizado e armazenado a -80°C. O 

rendimento final do extrato rico em ANTs (ERA) foi de 18,7 g. 

2.3. Análise das antocianinas 

A metodologia empregada para a análise do ERA, empregando 

cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrometria de massas 

(CLAE-EM/EM), encontra-se descrita no capítulo anterior. A identificação e 

quantificação das ANTs estão apresentadas na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Teores das antocianinas presentes no extrato de casca de feijão. 

 

 

 

 

 

Antocianinas 

µg equivalente de delfinidina 3-

glicosídeo/mg de extrato 

delfinidina 3-glicosídeo 48,1±4,9 

petunidina 3-glicosídeo 35,0±3,3 

malvidina 3-glicosídeo 26,6±1,3 
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2.4. Experimento animal e procedimentos 

2.4.1. Animais e modelo experimental 

Ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), provenientes do 

Centro Multidisciplinar de Investigação Biológica da Unicamp (CEMIB), foram 

empregados neste estudo. O modelo experimental foi realizado de acordo com os 

Princípios Éticos na Experimentação Animal, adotados pela Sociedade Brasileira 

de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL) e aprovado pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas - 

CEEA/Unicamp/Brasil, sob o protocolo número 2975-1. Os animais foram 

mantidos em condições controladas de luz (ciclo claro/escuro de 12 h), 

temperatura (22 - 24°C) e umidade (45 - 60%), com água e alimentação (ração 

comercial) ad libitum. 

Os ratos, pesando entre 200 e 270 g, foram distribuídos aleatoriamente em 

5 grupos com 7 animais cada. O diabetes foi induzido, após jejum de 6 horas, em 

três grupos (G3, G4 e G5) através de injeção intraperitoneal de STZ (60 mg/kg de 

peso corpóreo) em tampão citrato 0,1M, pH 4,5 (10 mL/kg de peso corpóreo). Os 

dois grupos restantes (G1 e G2) receberam apenas tampão citrato. Cinco dias 

após a administração da droga, animais que apresentaram glicemia superior a 250 

mg/dL, acompanhada de manifestações de polifagia, poliuria e polidipsia, foram 

considerados diabéticos. Após a confirmação da doença, os animais foram 

tratados com solução salina (NaCl 0,9%) ou ERA (50 mg/kg de peso corpóreo), 

através de gavagem orogástrica (10 mL/kg de peso corpóreo) por um período de 

21 dias. Os animais utilizados no protocolo experimental foram divididos nos 

grupos apresentados na Tabela 2. 

 

 

116 
 



 

Tabela 2. Grupos dos animais utilizados no experimento. 

ERA: extrato rico em antocianinas na dose de 50 mg/kg de peso corpóreo. 

 

O grupo diabético (G4) foi pré-tratado por 7 dias com ERA (50 mg/kg de 

peso corpóreo). Após a indução do diabetes, o tratamento foi realizado como nos 

demais animais que receberam extrato. 

2.4.2. Controle de peso e glicemia 

O peso e a glicemia de jejum dos animais foram medidos nos dias -5 

(injeção de STZ/tampão citrato), 0 (início do tratamento), 7, 14 e 21. As amostras 

de sangue foram coletadas na veia caudal e medidas com glicosímetro digital 

(Accu-Chek Performa, Roche, Mannheim, Germany). 

2.4.3. Coleta de sangue e orgãos 

Ao final do experimento, os animais foram anestesiados com xilazina 2% 

(10 mg/kg) e ketamina (80 mg/kg) e eutanasiados através de punção da aorta 

abdominal. O sangue foi coletado em tubos apropriados (Vacutainer®) para cada 

análise específica. Para o ensaio ORAC plasmático, foram utilizados tubos 

revestidos com EDTA. O plasma foi obtido por centrifugação e as amostras 

armazenadas a -80°C até o momento das análises. Imediatamente após a coleta 

do sangue, o fígado e os rins foram removidos e pesados. As variações dos pesos 

dos órgãos foram expressas em termos relativos [(peso do órgão/peso corpóreo) 

Grupos Animais Tratamento 

G1 Controle normal (tampão citrato) NaCl 

G2 Normal tratado (tampão citrato) ERA 

G3 Controle diabético (STZ) NaCl 

G4 Diabético pré-tratado (STZ) pré-tratamento ERA 

G5 Diabético pós tratado(STZ) ERA 
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X 100]. Frações de fígado foram congeladas em nitrogênio líquido e armazenados 

a -80°C para as análises posteriores. 

2.4.4. Procedimentos histopatológicos 

Amostras de tecidos pancreático e hepático foram coletadas e fixadas em 

solução de formalina 10%. Posteriormente foram embebidas em parafina, 

seccionadas e coradas com hematoxilina e eosina (HE). Os cortes foram 

analisados em microscópio ZEISS AX10 (Carl Zeiss, Göttingen, Germany), com 

objetivas de 10x, 20x e 40x. 

2.4.5. Análises bioquímicas 

As determinações plasmáticas de alanina aminotransferase (ALT), 

aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP), uréia e creatinina 

foram realizadas através de um analisador automático (Modular® - Roche). 

2.4.6. Análise da atividade das enzimas antioxidantes no tecido hepático 

Preparo do homogenato 

Os homogenatos do tecido hepático foram preparados na razão de 20 mg 

de tecido/mL de tampão fosfato (50 mM, pH 7,0) utilizando Ultra Turrax® (IKA T 18 

basic, Works Inc, Wilmington, USA). Em seguida foram armazenados a -80 °C até 

o momento das análises. 

Catalase (CAT) 

A atividade da CAT foi avaliada em espectrofotômetro (DU-640™, 

Beckman-Coulter - Brea, CA, USA) de acordo com o método porposto por Aebi 

[33]. Inicialmente, o homogenato foi diluído na razão de 1:100 em tampão fosfato 

(50 mM, pH 7,0). O meio de reação foi composto por 26 µL de homogenato e 374 

µL de tampão fosfato (50 mM, pH 7,0). A reação foi iniciada com a adição de 200 
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µL de H2O2 10 mM (tampão fosfato de potássio, 50 mM, pH 7,0). A decomposição 

de H2O2 em H2O foi monitorada por meio da leitura de absorbância a 240 nm 

durante 2 min. Os resultados forma expressos em U/g de tecido. 

Glutationa redutase (GR) 

A determinação espectrofotométrica da atividade da GR no homogenato foi 

realizada segundo Smith et al [34]. O homogenato foi diluído na razão de 1:20 em 

tampão fosfato (50 mM, pH 7,0). O meio de reação foi composto por 1 mL de 

tampão fosfato (0,2 M, pH 7,5) contendo EDTA 1mM, 500 µL de DTNB 3mM em 

tampão fosfato (0,01M, pH 7,5), 250 µL de H2O, 100 µL de NAPH 2 mM (0,02M, 

pH 7,5) e 50 µL de homogenato. A reação foi iniciada pela adição de 100 µL de 

GSSG 20 mM em H2O. A formação de TNB (ácido 5-tio 2-nitro benzóico) a partir 

de DTNB em presença de GR, NADPH e GSSG foi monitorada a 412 nm durante 

5 min. Os resultados forma expressos em U/g de tecido. 

2.4.7. Capacidade antioxidante plasmática 

Preparo do plasma  

O preparo das amostras foi realizado de acordo com a metologia descrita 

por Leite et al [35]. Após descongelamento lento das amostras estocadas a -80°C 

e agitação em vórtex, 50 μL de plasma foi transferido para um microtubo ao qual 

foram adicionados 100 μL de etanol e 50 μL de água destilada. A solução foi 

agitada por 30s e posteriormente 200 μL de ácido metafosfórico (0,75 M) foram 

acrescentados. A mistura foi novamente agitada por 30 s e então centrifugada 

a1400 rpm por 5 min a 10°C. O sobrenadante foi removido e estocado a -80°C 

para posterior análise. 
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Avaliação da capacidade antioxidante plasmática 

A avaliação, realizada através do método ORAC proposto por Leite et al 

[35], ocorreu em leitor de fluorescência (NOVOstar, BMG Labtech, Offenburg, 

Germany). As amostras de plasma (concentração final de 0,031 μL/μL de solução) 

e padrão de Trolox foram preparadas com tampão fostato de potássio 75mM (pH 

7,4). Os poços externos de microplacas pretas não foram utilizados por causar 

grande variação de resultados em comparação aos poços internos. Em cada poço 

contendo 20 μL de solução de plasma ou padrão de Trolox e 120 μL de 

fluoresceína (70 mM) foram adicionados 60 µl de solução de AAPH (122 mM) para 

iniciar a reação, resultando em um volume final de 200 µl. O decaimento da 

fluorescência foi medido a cada 1 minuto durante 80 minutos a 37°C, com emissão 

e excitação a 520 nm e 528 nm, respectivamente. Um branco do experimento, 

sem amostra ou padrão, também foi realizado (20 μL de tampão fostato, 120 μL 

de fluoresceína, 60 µl de solução de AAPH). Os resultados, expressos como μM 

de Trolox equivalentes por μL de plasma, foram calculados usando a área relativa 

sob a curva das amostras comparada com a curva do padrão de Trolox (1, 10, 25, 

50, 75, 100, 125 μM). Todas as análises foram realizadas em triplicata. 

2.5. Análises estatísitcas 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software STATISTICA 

(StatSoft Inc., 2013, versão 12.0). Os resultados foram submetidos a análise de 

variância (ANOVA) e as diferenças entre as médias foram comparadas utilizando 

o teste de Tukey (p<0,05). Os resultados foram apresentados como média ± 

desvio padrão (DP) de triplicatas. 
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3. Resultados 

Os efeitos da administração de ERA foram avaliados em ratos portadores 

de diabetes induzido por STZ. As médias semanais do consumo de ração, 

apresentadas na Tabela 3, mostram que o consumo foi significativamente maior 

(p<0,05) nos grupos diabéticos G3 e G5 quando comparados com os grupos 

normais G1, G2 e o grupo diabético pré-tratado G4. 

 

Tabela 3. Consumo de ração e ganho de peso de ratos normais e diabéticos 

tratados com ERA. 

 

Consumo 
semanal de 

ração (g) 
Peso corporal (g) 

  Dia -5*  Dia 0**  Dia +7 Dia +14 Dia +21 

G1 217±5b 238±8a 289±11a 315±15a 331±17a 328±20a 

G2 222±14b 235±15a 283±17a 314±19a 336±22a 340±19a 

G3 321±28a 247±16a 243±16b 243±14c 258±15c 240±17c 

G4 250±14b 236±13a 247±9b 270±11b 288±20b 279±31b 

G5 298±15a 252±13a 249±10b 251±15b,c 252±20c 226±23c 

Consumo de ração e peso corporal expressos em g. G1: controle normal, G2: controle 

diabético, G3: normal/tratamento ERA, G4: diabético/pré-tratamento ERA, G5: 

diabético/tratamento ERA. Resultados expressos como média ± DP (n=7). Valores com 

letras diferentes na mesma coluna indicam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05). 

*Injeção de STZ/citrato. **Início do tratamento. 

 

A evolução do peso dos animais durante o estudo pode ser observada na 

Tabela 3. O início do diabetes resultou em pesos significativamente menores 

(p<0,05) nos grupos G3, G4 e G5 quando comparados com os grupos G1 e G2. A 

partir do sétimo dia de tratamento, verificou-se uma tendência à maior peso no G4 

quando comparado aos demais grupos diabéticos. As pesagens dos 14º e 21º dias 
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revelaram que os grupos diabéticos G3 e G5 mantiveram pesos significativamente 

menores (p<0,05) que os outros grupos. Ao final do experimento observou-se que, 

enquanto os grupos diabéticos G3 e G5 apresentaram pesos inferiores aos pesos 

iniciais, o grupo pré-tratado G4 mostrou ganho de peso, ficando numa faixa 

intermediária entre os grupos saudáveis e os demais animais diabéticos. 

Os efeitos da administração de ERA na glicemia de jejum estão expostos 

na Tabela 4. Os grupos G1 e G2 não apresentaram alterações nos níveis de 

glicose durante todo o período experimental e os valores foram significativamente 

menores (p<0,05) do que os dos ratos diabéticos dos 3 outros grupos. Após 14 

dias de tratamento, o grupo G4 apresentou glicemia significativamente menor 

(p<0,05) que o grupo G5. Ao final de 21 dias, os teores de glicose do grupo G4 

foram de modo significativo (p<0,05) inferiores aos grupos G3 e G5. 

 

Tabela 4. Efeito de ERA na glicemia de ratos normais e diabéticos. 

Glicemia 

 
Dia -5* Dia 0** Dia +7 Dia +14 Dia +21 

G1 111±8a 121±5b 106±6b 112±7c 121±19c 

G2 115±5a 116±6b 117±12b 113±7c 121±19c 

G3 119±5a 541±45a 459±79a 452±48a,b 399±102a 

G4 120±7a 446±115a 375±100a 354±153b 269±67b 

G5 113±5a 530±65a 491±67a 519±47a 483±103a 
Glicemia expressa em mg/dL. G1: controle normal, G2: normal/tratamento ERA, G3: 

controle diabético, G4: diabético/pré-tratamento ERA, G5: diabético/tratamento ERA. 

Resultados expressos como média ± DP (n=7). Valores com letras diferentes na mesma 

coluna indicam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05). *Injeção de STZ/citrato. 

**Início do tratamento. 
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As variações de peso relativo do fígado e rins estão apresentadas na Figura 

1. O peso dos fígados apresentou um aumento significativo (p<0,05) nos grupos 

G3 e G5 quando comparados com os grupos G1 e G2 e estes parâmetros no 

grupo G4 foram significativamente menores (p<0,05) quando comparados com o 

grupo G5. Com relação ao peso relativo dos rins, os animais pertencentes aos três 

grupos diabéticos (G3, G4 e G5) tiveram peso significativamente mais alto 

(p<0,05) que os grupos G1 e G2 e o grupo G4 apresentou peso significativamente 

menor (p<0,05) que o grupo G5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Efeito do ERA nos peso relativos de fígado (A) e rim (B) de ratos normais e 

diabéticos. G1: controle normal, G2: normal/tratamento ERA, G3: controle diabético, G4: 

diabético/pré-tratamento ERA, G5: diabético/tratamento ERA. Resultados expressos como 

média ± DP (n=7). Letras diferentes no mesmo gráfico indicam resultados 

estatisticamente diferentes (p<0,05). 
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A Figura 2 mostra os efeitos do ERA nos níveis séricos dos marcadores de 

lesão hepática nos diferentes grupos. Os níveis de ALT foram significativamente 

mais baixos (p<0,05) nos grupos G1 e G2 quando comparados com G3 e G5 e no 

grupo G4 estes valores foram significativamente menores (p<0,05) que o G5. As 

dosagens de AST foram significativamente mais altas no G5 quando comparadas 

com os grupos G1 e G2 (p<0,05) e significativamente mais baixas no G2 quando 

comparadas com os grupos G3 e G4. Os níveis de ALP foram significativamente 

mais baixos (p<0,05) nos grupos G1 e G2 quando comparados com os demais 

grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Efeito do ERA no perfil hepático de ratos normais e diabéticos. G1: controle normal, G2: 

normal/tratamento ERA, G3: controle diabético, G4: diabético/pré-tratamento ERA, G5: 

diabético/tratamento ERA. Resultados expressos como média ± DP (n=7). Letras diferentes no 

mesmo gráfico indicam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05). 
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Os efeitos do ERA na função renal, apresentados na Figura 3, indicam que 

os animais não diabéticos tiveram um nível de uremia significativamente menor 

(p<0,05) do que os diabéticos dos grupos G3 e G5. Os valores séricos da 

creatinina foram significativamente maiores no grupo G4 quando comparados com 

o grupo G1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Efeito do ERA no perfil renal de ratos normais e diabéticos. G1: controle normal, 

G2: normal/tratamento ERA, G3: controle diabético, G4: diabético/pré-tratamento ERA, 

G5: diabético/tratamento ERA. Resultados expressos como média ± DP (n=7). Letras 

diferentes no mesmo gráfico indicam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05). 
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Na Figura 4 estão apresentados os resultados referentes às medidas da 

atividade das enzimas antioxidantes hepáticas. Em todos os grupos portadores de 

diabetes (G3, G4 e G5) a CAT apresentou atividade significativamente inferior 

(p<0,05) aos grupos G1 e G2. A atividade da GR não diferiu significativamente 

(p>0,05) entre os cinco grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Efeito do ERA nas enzimas antioxidantes hepáticas catalase (A) e glutationa 

redutase (B) de ratos normais e diabéticos. G1: controle normal, G2: normal/tratamento 

ERA, G3: controle diabético, G4: diabético/pré-tratamento ERA, G5: diabético/tratamento 

ERA. Resultados expressos como média ± DP (n=7). Letras diferentes no mesmo gráfico 

indicam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05). 
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Os resultados referentes ao potencial antioxidante plasmático, avaliado pelo 

método ORAC, estão apresentados na Figura 5. Observa-se ligeiro aumento na 

atividade antioxidante plasmática em todos os grupos tratados com ERA (G2, G4 

e G5). Entretanto a diferença foi significativa (p<0,05) apenas entre os grupos G1 

e G5. 

 

 

 

 

 

Figura 5. Efeito do ERA no potencial antioxidante plasmático de ratos normais e 

diabéticos. G1: controle normal, G2: normal/tratamento ERA, G3: controle diabético, G4: 

diabético/pré-tratamento ERA, G5: diabético/tratamento ERA. Resultados expressos como 

média ± DP (n=7). Letras diferentes indicam resultados estatisticamente diferentes 

(p<0,05). 
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A histologia do pâncreas dos animais normais (grupos G1 e G2) mostrou 

estrutura típica, com ilhotas de Langerhans e acinos normais. As ilhotas 

apresentaram corformação oval arredondada, superfície homogênea, capilares 

bem distribuídos, com células apresentando núcleo evidente e citoplasma 

homogêneo (Figura 6A, 6B). 

Por outro lado, nos animais diabéticos dos grupos G3 e G5 os achados 

histológicos foram bastante semelhantes. Observou-se desorganização da 

estrutura das células endócrinas e exócrinas, evidenciada por menor quantidade 

de ilhotas de Langerhans e ácinos edemaciados. As ilhotas se apresentam 

retraídas, houve redução importante do número de células, presença de células 

necróticas, células vacuolizadas e tipos celulares de começo de infiltração 

linfocítica (Figura 6C e 6E). Nos animais diabéticos do grupo G4 foi possível 

observar danos em alguns ácinos e nas ilhotas, porém de maneira menos 

pronunciada que nos outros grupos diabéticos. As ilhotas se mostraram menos 

encolhidas, a vacuolização celular foi discreta, a redução do número de células foi 

menor e a infiltração linfocitária foi reduzida ou ausente (Figura 6D). 
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Os fígados dos animais do grupo G1 apresentaram estrutura histológica 

característica, com lóbulos formados por cordões de hepatócitos dispostos de 

forma radiada, em direção à veia centro lobular e agrupados em torno das tríades, 

compostas por ramos da veia porta, artéria hepática e canais biliares. Os 

sinusoides, formados por células epiteliais e células de Kupffer, separavam os 

cordões de hepatócitos. As células hepáticas apresentaram núcleo central e 

arredondado, algumas com estruturas binucleadas, como pode ser observado na 

Figura 7A. Nos animais do grupo G2, o fígado também mostrou estrutura 

histológica típica, exceto por algumas leves dilatações da veia central (Figura 7B). 

As alterações histológicas evidenciadas nos animais diabéticos do grupo G3 

foram: veias centrais dilatadas e com estase, dilatação sinusoidal, infiltrado 

inflamatório linfocítico em parte dos tratos portais, bem como áreas focais de 

hemorragia (Figura 7C). Os animais diabéticos dos grupos G4 e G5 apresentaram 

dilatação da veia central, estase venosa e infiltrados inflamatórios linfocíticos 

periportais (Figura 7D e 7E). 
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4. Discussão 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das ANTs em um modelo 

experimental de diabetes. As ANTs do ERA foram extraídas de casca de feijão 

preto e o diabetes foi induzido com STZ. A redução da glicemia e o ganho de peso 

nos animais diabéticos pré-tratados (G4) mostrou que as ANTs podem prevenir, 

ao menos em parte, a destruição das células β pancreáticas. Por outro lado, a 

análise dos resultados obtidos com os animais que receberam o extrato apenas 

após a indução da doença (G5) sugere que as ANTs não apresentaram efeito na 

melhora do diabetes. 

A STZ é uma droga frequentemente empregada para indução de diabetes 

experimental, por causar necrose das células β das ilhotas pancreáticas, através 

de alquilação do DNA, da depleção de NAD+ e da produção de espécies reativas 

de oxigênio, com a consequente inibição da secreção de insulina [36]. 

As propriedades antidiabéticas das ANTs foram demonstradas em inúmeros 

trabalhos realizados em diferentes condições experimentais. A literatura reporta 

estudos conduzidos com diferentes linhagens de células pancreáticas [37; 38; 39; 

40]. Experimentos in vivo foram realizados com animais que desenvolvem a 

doença expontaneamente [39], além da indução do diabetes em ratos e 

camundongos por meio de drogas como STZ e aloxana [8; 22] e também através 

da administração de dieta rica em gorduras e em frutose [18; 41]. Adicionalmente, 

trabalhos foram realizados com humanos diabéticos [42; 43]. Dentre os efeitos 

protetores encontrados destacam-se a redução da glicemia e da perda de peso [8; 

41], a proteção das células β pancreáticas devido à ação antioxidante das ANTs 

ou restauração do sistema antioxidante endógeno [8; 39], o aumento a secreção 

de insulina [21; 39; 44] e a melhora da resistência à insulina [9]. 

O grupo saudável empregado como controle no presente estudo (G1) 

apresentou resultados normais para os diferentes parâmetros avaliados, 
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reproduzindo os resultados de inúmeros trabalhos disponíveis na literatura [8; 14; 

21; 29]. 

O tratamento de ratos normais com ERA (G2) não provocou alterações 

significativas (p>0,05) nos parâmetros avaliados, quando comparado ao grupo G1. 

Estes achados demonstram que, dentro dos testes efetuados, não foram 

identificados efeitos deletérios dessa administração nos animais saudáveis. 

Em conformidade com outros estudos realizados que empregaram o 

mesmo modelo experimental, os animais do grupo G3, injetados com STZ, 

apresentaram alterações nas inúmeras análises realizadas [14; 21]. A perda de 

peso e o aumento da glicemia refletiram os danos às ilhotas pancreáticas 

observados nas análises histopatológicas. A elevação no peso relativo do fígado e 

dos marcadores de dano hepático (elevação dos níveis de ALT, AST e ALP), 

somadas às alterações histológicas, confirmam as lesões hepáticas. O dano renal 

foi confirmado tanto pelo aumento do peso relativo dos órgãos quanto dos níveis 

da uréia sérica. A redução da atividade da CAT também foi observada nesse 

grupo. 

A análise dos resultados do grupo G5 mostrou que a administração de ERA 

após a indução do diabetes não resultou em melhora dos parâmetros avaliados, 

com resultados muito próximos dos obtidos nos animais do grupo G3, exceto pela 

ausência de hemorragia focal hepática. 

Por outro lado, o pré-tratamento com ERA no grupo G4, induziu nos 

animais tanto ganho de peso quanto aumento de glicemia, porém os níveis 

glicêmicos foram significativamente menores do que nos demais grupos 

diabéticos, sugerindo um possível efeito protetor para as ilhotas pancreáticas. 

Embora alterações nas análises tenham sido observadas, tais como o aumento do 

peso relativo do fígado e rins e dos níveis de ALT, ALP e uréia, essas foram 

menos pronunciadas do que nos demais grupos diabéticos. 
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A hiperglicemia, a perda de peso ou ganho reduzido, concomitante com a 

polifagia em animais com diabetes induzido por STZ, têm sido documentados na 

literatura [14; 45]. No presente trabalho, ficou evidente que o pré-tratamento com 

ERA (Grupo 4) reduziu a hiperglicemia e permitiu um ganho de peso, apesar do 

consumo de ração desse grupo ter sido menor que nos demais grupos diabéticos. 

As ANTs, devido à sua ação antioxidante, podem levar à redução do 

estresse oxidativo e proteger as células β contra a morte celular, preservando em 

parte a secreção de insulina [8; 21; 38; 39]. Nizamutdinova et al [8], em ensaio in 

vivo, avaliaram marcadores da apoptose em células pancreáticas e observaram 

que a administração de ANTs de soja negra provocou inibição na regulação de 

proteínas próapoptóticas como caspase-3 clivada e Bax, além de aumento na 

regulação da proteína anti-apoptótica Bcl-2. A proteção contra a morte celular 

induzida por H2O2 e a edução dos níveis caspase-3 clivada foram verificadas em 

células HIT-T15 tratadas com ANTs de milho roxo [39]. Neste mesmo estudo, os 

autores observaram aumento das células β no pâncreas de camundongos 

C57BL/KsJ db/db que receberam o mesmo extrato. 

Por outro lado, as ANTs podem ter um efeito positivo no diabetes, através 

do aumento da secreção de insulina [8; 21; 39; 44; 46]. Sun et al. [44] verificaram 

o aumento na expressão do fator de transcrição de insulina PDX-1, na expressão 

do gene Ins2 e da proteína insulina ao tratar células INS-1 com ANTs de bayberry. 

Os autores consideraram que estes efeitos, de maneira combinada, podem ter 

contribuído para a elevação da secreção de insulina. O aumento na expressão da 

insulina também foi verificado em células β remanescentes de ratos com diabetes 

induzido por aloxana e tratados com ANTs de Vaccinium arctostaphylos L. [22]. 

Em estudo com células HIT-T15 tratadas com ANTs, o aumento da secreção de 

insulina foi atribuído à ativação de receptores de peptídeo tipo glucagon (GLP) 

[39]. Pertencente à família das incretinas, o GLP é um hormônio produzido no 

intestino e estimula a produção de insulina [47]. Adicionalmente, Jayaprakasam et 

al. [23], demostraram que as ANTs podem estimular a secreção de insulina em 

134 
 



 

células INS-1 832/13, sendo a delfinidina 3-glicosídeo uma das ANTs que 

apresentaram maior atividade secretagoga. Portanto, os resultados positivos 

obtidos no grupo pré-tratado podem ser possivelmente explicados pelo efeito 

protetor do ERA frente às espécies reativas. Esse efeito potencial pode ter 

preservado parte das células β no momento da administração da STZ, 

conservando a capacidade secretória das células β remanescentes e a produção 

de insulina. 

A disfunção renal gerada pelo diabetes determina alterações importantes 

como o aumento dos níveis de uréia e creatinina, provocadas pela diurese 

osmótica. A longo prazo, estabelece-se um quadro de nefropatia diabética com a 

perda total da função renal [3; 48]. A identificação, no grupo pré-tratado, de 

aumento no peso renal em menor grau, bem como níveis de uréia ligeiramente 

inferiores, sugerem a preservação da função renal dos animais diabéticos através 

da redução da glicemia mediante a administração de ANTs. 

Além do dano pancreático, a STZ também pode apresentar toxicidade 

hepática [Lenzen]. Níveis aumentados das transaminases ALT e AST, assim como 

da ALP são indicativos de lesão no fígado [49]. Os resultados obtidos com a 

administração de ERA, antes da indução do diabetes, mostraram menores 

elevações, tanto dos níveis de ALT e ALP quanto do peso do fígado, o que 

permite considerar um possível efeito protetor dessa substância sobre o tecido 

hepático. Estes resultados são consistentes com os achados reportados por 

Kumar et al [50] que administraram extrato de folhas de Dillenia indica (L.) à ratos 

com diabetes induzido por aloxana. 

Quando o diabetes está estabelecido, a hiperglicemia promove o aumento 

da produção de radicais livres que, associada a uma resposta inadequada do 

sistema de defesa antioxidante enzimático, leva ao estresse oxidativo [13]. 

Investigações prévias demonstraram a redução de enzimas antioxidantes em soro, 

fígado e rins no diabetes experimental [8; 21; 51].  
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No presente estudo, foram avaliadas as enzimas antioxidantes CAT e GR 

do fígado, órgão chave nos processos de desintoxicação e de reações envolvendo 

radicais livres [52]. Para a atividade antioxidante, não observamos alterações na 

atividade da GR. Por outro lado, a atividade da CAT se apresentou reduzida em 

todos os grupos diabéticos, levando-nos a inferir que o ERA não foi capaz de 

restaurar os níveis depletados dessa enzima. Estes resultados divergem dos 

obtidos por Ramachandraiahgari et al.[51], que mostraram o aumento dos níveis 

da CAT e GR hepáticas após o tratamento de ratos diabéticos com extrato de Aloe 

vera e de Roy et al [21], que observaram a restauração do níveis séricos da CAT 

em ratos diabéticos tratados com pelargonidina. A restauração do estado 

depletado das enzimas foi atribuída às propriedades antioxidantes dos compostos 

avaliados.  

Outro método frequentemente utilizado para avaliação do potencial 

antioxidante plasmático é o ensaio ORAC, considerado um índice adequado para 

avaliação do estresse oxidativo em casos de diabetes [53]. Por empregar 

temperatura e pH semelhantes aos do sangue e radicais peroxila que são 

análogos aos encontrados em sistemas biológicos, além de combinar tempo e 

grau de inibição na avaliação da capacidade antioxidante, esta análise é mais 

próxima das condições fisiológicas [35; 54]. 

Maiores valores de ORAC foram verificados em sujeitos saudáveis quando 

comparados com diabéticos [53]. A redução destes valores ocorreu de forma 

concomitante com o aumento dos níveis de hemoglobina glicada e de 

hidroperóxidos, demonstrando que a hiperglicemia está fortemente relacionada 

com o aumento do estresse oxidativo. 

Os alimentos ricos em flavonoides contribuem de maneira importante para o 

aumento do potencial antioxidante plasmático [35; 55; 56]. Sujeitos saudáveis que 

tiveram a dieta suplementada com mirtilo liofilizado apresentaram aumento da 

capacidade antioxidante plasmática [57]. As propriedades antioxidantes desta fruta 
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são provavelmente decorrentes da alta concentração de ANTs que apresentam 

[56]. É interessante observar que as ANTs majoritárias do mirtilo, delfinidina, 

petunidina e malvidina, são as mesmas encontradas no feijão preto. 

No presente trabalho, todos os animais que receberam o ERA, 

independentemente de seu estado diabético, apresentaram valores de ORAC 

ligeiramente superiores aos animais que não receberam o extrato. Todavia, a 

diferença alcançou significância estatística apenas na comparação entre os 

grupos G1 e G5. Este resultado pode apontar para um potencial efeito protetor, 

em relação ao estresse oxidativo, devido às propriedades antioxidantes das ANTs 

presentes neste extrato, embora estudos adicionais sejam necessários para a 

confirmação dessa ação, bem como para a compreensão dos mecanismos 

envolvidos neste processo. 

 

5. Conclusão 

Este estudo evidenciou que apenas a utilização preventiva das ANTs da 

casca de feijão preto pode retardar ou reduzir os danos provocados pelo diabetes. 

Os nossos resultados demostraram que o pré-tratamento com ERA não 

impediu o aparecimento do diabetes, mas apresentou um efeito positivo ao reduzir 

a hiperglicemia e compensar a perda de peso, bem como atenuar os danos 

pancreáticos, renais e hepáticos nos animais. Além disso, constatamos que o 

tratamento realizado com ERA, após a indução do diabetes, não foi capaz de 

reduzir as lesões, nem melhorar o estado geral dos animais. 
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CONCLUSÃO GERAL 

Os alimentos ricos em compostos bioativos têm merecido um interesse 

continuado e crescente no âmbito da Ciência dos Alimentos. Grande parte dos 

estudos tem sido realizada com frutas, temperos e especiarias. Entretanto, os 

resultados obtidos neste trabalho demonstraram que as cascas de feijão também 

apresentam essa atividade, através de compostos com importantes propriedades 

antioxidantes e antidiabéticas. 

O estudo com dois diferentes tipos de feijão demonstrou que a variedade 

exerce forte influência na composição de polifenóis. Enquanto o extrato de casca 

de feijão preto apresentou maiores concentrações de antocianinas e taninos 

condensados, o de feijão roxinho exibiu maiores teores de compostos fenólicos e 

flavonoides. De um modo geral, a digestão in vitro provocou redução nas 

concentrações das diversas classes de compostos de ambas as variedades. No 

entanto, a atividade antioxidante foi mantida ou aumentada após esse processo. 

Esses resultados sugerem que a liberação e/ou transformação de compostos 

durante a digestão preservaram a capacidade antioxidante dos extratos. 

A purificação parcial do extrato de casca de feijão preto produziu um extrato 

rico em antocianinas, no qual foram identificadas: delfinidina 3-glicosídeo, 

petunidina 3-glicosídeo e malvidina 3-glicosídeo. Quando submetido à digestão in 

vitro, esse extrato teve os teores de antocianinas e a atividade antioxidante 

reduzidos, evidenciando a instabilidade das antocianinas em condições 

fisiológicas e sugerindo que a degradação destes compostos foi responsável pelo 

decréscimo da atividade antioxidante. 

O extrato rico em antocianinas apresentou efeitos biológicos positivos 

apenas em determinadas circunstâncias, porém não revelou, através das análises 

empregadas, efeitos adversos. No ensaio in vivo, a utilização do extrato de forma 

preventiva, embora não tenha evitado o surgimento do diabetes, reduziu a 
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hiperglicemia, permitiu o ganho de peso e diminuiu a intensidade das lesões 

pancreáticas, renais e hepáticas. Por outro lado, quando administrado após a 

indução da doença, ele não propiciou a melhora do estado geral dos animais, nem 

dos demais parâmetros avaliados. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

O desenvolvimento de novas pesquisas que aprimorem a compreensão dos 

mecanismos envolvidos nas atividades biológicas dos compostos de casca de 

feijão se faz necessário, de forma a dar continuidade ao presente estudo. 

Os resultados obtidos permitem considerar o potencial de investigações 

complementares sobre o tema, a saber: 

- Identificação dos compostos presentes nos extratos brutos de casca de 

feijão antes e após a digestão in vitro e após a fermentação colônica, bem como a 

avalição da atividade antioxidante dos compostos identificados. 

- Identificação dos produtos de degradação formados após a digestão in 

vitro e após a fermentação colônica do extrato rico em antocianinas. 

- Investigação da ação do extrato rico em antocianinas em modelos 

experimentais de resistência à insulina e diabetes tipo 2. 

- Avaliação da ação de diferentes dosagens de extrato, em períodos de 

tratamento mais prolongados, para determinar os eventuais efeitos a médio e 

longo prazo. 
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ANEXO 1 - Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 
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