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RESUMO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) ¢ a leguminosa mais consumida mundialmente, sendo o
Brasil um dos maiores produtores e consumidores do grao. Acompanhando o volume de sua
produgdo, ¢ elevada a quantidade de residuos gerados a partir do beneficiamento do feijao.
Graos quebrados e avariados perdem seu valor comercial e sdo comumente destinados a
alimenta¢do animal. Desta forma, as “bandinhas” de feijdo passam a ser estudadas como uma
alternativa de aproveitamento de residuos para a obtencdo das antocianinas presentes na
casca. Com o objetivo de otimizar a obtencdo de tais compostos bioativos, ¢ proposta a
comparagdo entre trés métodos de extragdo: extragdo com liquido pressurizado (ELP),
extragcdo assistida por ultrassom e por maceragdo. De acordo com a literatura, uma maior
eficiéncia de extragcdo ¢ esperada utilizando o processo que emprega liquido pressurizado.
Assim, foi determinada a cinética de extracdo pelo método ELP e diferentes condigdes de
temperatura, concentracao e vazao de solvente foram comparadas para aperfeicoar o processo.
As condi¢des de 60 °C, solvente 30% etanol, vazao de 4 mL/min e tempo de 26 minutos
foram definidas como condig¢des Otimas e utilizadas nas extragdes realizadas para comparagao
entre os métodos. Para avaliar o teor de antocianinas monoméricas totais entre os extratos
obtidos, foi utilizado o método de diferengas de pH, onde foram encontrados valores de até
3,98 mg/g para extratos obtidos pelo método ELP, valor cerca de 2,5 vezes maior que os
obtidos por maceragdo. O potencial antioxidante de cada extrato foi avaliado por ensaios de
DPPH. Nestes ensaios, novamente o maior valor encontrado (249,58 umol ET/g) foi para
extratos obtidos por ELP, entretanto variando apenas até 10% em relacdo aos outros métodos
de extragdo. Avaliando o teor de compostos fendlicos totais, os extratos obtidos por ELP
apresentaram o melhor resultado com valores de até¢ 19,10 mg/g. Os extratos obtidos pelo
método de extragdo assistida por ultrassom apresentaram resultados melhores quando
comparados a extracdo por maceragdo, porém menores em relagdo a ELP. Por fim, conclui-se
que as antocianinas presentes nas cascas de feijoes pretos possuem potencial para aplicagdo
como aditivos em alimentos e que o método de extracdo com liquido pressurizado ¢ o mais
eficiente em comparagdo aos métodos convencionais na recuperacdo de seus compostos
bioativos.

Palavras-chave: Compostos fendlicos. Antioxidantes. Extracao por liquido pressurizado.



ABSTRACT

Bean (Phaseolus vulgaris L.) is the most consumed pulse worldwide, with Brazil being one of
the largest producers and consumers. Following the volume of its production, the amount of
residue generated from the processing of the beans is high. Broken and damaged grains lose
their commercial value and are commonly intended for animal feed. Thus, the broken bean
cotyledons begin to be studied as an alternative to use waste to obtain the anthocyanins
present in the peel. In order to optimize the attainment of such bioactive compounds, the
comparison between three extraction methods is proposed: pressurized liquid extraction
(PLE), ultrasound assisted extraction and maceration. According to the literature, greater
extraction efficiency is expected using the process that employs pressurized fluid. Thus, the
extraction kinetics was determined by the PLE method and different conditions of
temperature, concentration and solvent flow were compared to improve the process. The
conditions of 60 °C, 30% ethanol solvent, 4 mL/min flow and time of 26 minutes were
defined as optimal conditions and used in extractions performed for comparison between the
methods. To evaluate the total monomeric anthocyanin content among the extracts obtained,
the pH difference method was used, where values up to 3.98 mg/g were found for extracts
obtained by the PLE method, about 2.5 times higher than those obtained by maceration. The
antioxidant potential of each extract was evaluated by DPPH method. In these trials, again the
highest found value (249.58 umol ET/g) went to extracts obtained by PLE, however, varying
only up to 10% in relation to other extraction methods. Evaluating the content of total
phenolic compounds, the extracts obtained by PLE presented the best result with values up to
19.09 mg/g. Extracts obtained by the ultrasound assisted extraction method presented better
results when compared to maceration extraction, but lower in relation to PLE. Finally, it was
concluded that anthocyanins present in black bean peels have the potential for application as
additives in food and that the PLE method is more efficient compared to conventional
methods in the recovery of their bioactive compounds.

Keywords: Phenolic compounds. Antioxidants. Pressurized liquid extraction.
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1 INTRODUCAO

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) ¢ uma leguminosa amplamente consumida
mundialmente, sendo um alimento proteico presente na dieta diaria do brasileiro (SILVA;
COSTA, 2003). No Brasil, a média de consumo anual desta fonte importante de proteinas,
carboidratos e fibras é de 12,7 kg per capita (CHAVEZ-MENDOZA et al., 2017; EMBRAPA,
2012).

Parte da rica composi¢do dos feijoes sdo os compostos fendlicos, como as
antocianinas (LOS et al., 2018). Estes estdo presentes principalmente nas cascas € possuem
propriedades funcionais relacionadas a presenca de cor e atividade antioxidante. Desta forma,
estes sao compostos de interesse da industria de alimentos visando o aumento da vida util dos
produtos, por meio da redugdo da oxidagdo lipidica, e atribuindo cor, deixando os alimentos
mais atrativos ao consumidor (DE SOUZA; WILLEMS; LOW, 2019).

Outro aspecto que desperta o interesse na obtencdo de antocianinas a partir de cascas
de feijoes ¢ o fato de que esta matéria-prima pode ser obtida como um coproduto do
beneficiamento do feijdo, sendo um produto de baixo interesse comercial.

Aliado aos aspectos econdmicos, diversos métodos de obtencdo de compostos
bioativos sdo estudados visando a eficiéncia do processo. Deste modo, o presente trabalho tem
como objetivo propor a comparagao entre métodos de extracdo convencionais € a alta pressao,
de forma a identificar o mais eficiente na recuperacdo de compostos fenodlicos como as
antocianinas. Além disso, também ¢ avaliada a otimizag¢ao da extragdo através da analise da

influéncia das variaveis: temperatura, concentracao e vazao do solvente.
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1.1  OBJETIVOS
1.1.1  Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar os compostos bioativos extraidos das
cascas de “bandinhas” de feijao preto (Phaseolus vulgaris L.) e comparar os métodos de

extracao.

1.1.2  Objetivos Especificos

Para que o objetivo geral fosse alcangado, os seguintes objetivos especificos foram
definidos:

- Estabelecer as condigdes do processo de extracdo das antocianinas da casca do
feijao;

- realizar a extragdo dos compostos bioativos através de métodos convencionais e de
alta pressao;

- avaliar o teor de antocianinas monomeéricas totais do extrato;

- avaliar a capacidade antioxidante das antocianinas;

- avaliar o teor de compostos fendlicos totais do extrato.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FEUAO

O feijao da espécie Phaseolus vulgaris L. ¢ o mais cultivado entre as demais do
género Phaseolus, o qual inclui todas as espécies de sementes de leguminosas normalmente
conhecidas como feijoes comuns. Originario do continente americano, especificamente do sul
dos Estados Unidos, México, América Central ¢ da parte norte da América do Sul, foi
introduzido na Europa no século XVI e, desde entdo, tornou-se uma cultura muito importante

em varias regides do mundo (SGARBIERI; WHITAKER, 1982).

Figura 1 - Fotografia de planta madura de Phaseolus vulgaris L. com seus frutos

completamente desenvolvidos.

Fonte: Nassar; Ahmed; Boghdady (2010).

A espécie Phaseolus vulgaris L. (Figura 1) € caracterizada morfologicamente como
um sistema radicular formado por uma raiz principal, com desenvolvimento lateral de raizes
secundarias, terciarias, etc., concentrada na base do caule. Em seu caule estdo inseridos os
cotilédones e folhas. Possuem flores que podem apresentar cor branca, résea ou violeta. Seu
fruto € um legume com duas valvas unidas por duas suturas, uma dorsal e outra ventral. Nele
se encontram suas sementes constituidas de um tegumento, hilo, micropila e rafe e,
internamente, de um embrido formado pela plumula, duas folhas primarias, hipocotilo, dois

cotilédones e radicula. As sementes de feijdo apresentam coloracdo variada, com cores
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variando do preto, bege, roxo, roseo, vermelho, marrom, amarelo, até o branco (SILVA;

COSTA, 2003).

2.1.1 Aspectos socioeconomicos

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) é a leguminosa mais consumida mundialmente e
cultivada em mais de 100 paises, sendo o Brasil um dos maiores produtores e consumidores,
com uma média de consumo de 12,7 kg per capita/ano (EMBRAPA, 2012).

Além de sua importancia econdmica, sua cultura possui relevancia como fator de
seguranga alimentar e nutricional e se faz presente na cultura culindria de diversos paises.
Historicamente, o feijao ¢ um dos principais alimentos consumidos no Brasil € no mundo, em
especial em paises em desenvolvimento. Os paises em desenvolvimento sdo responsaveis por
87,1% do consumo mundial e por 89,8% da producao (POSSE et al., 2010).

Quanto ao volume de produgdo, Myanmar ¢ maior produtor mundial de feijdo,
seguido por India, Brasil, Estados Unidos, México e Tanzania. Estes paises sdo responsaveis
por 56,99% dos feijoes produzidos no mundo, ou 15,3 milhdes de toneladas (FAOSTAT,
2018).

Sua cultura ¢ influenciada por fatores climaticos, principalmente temperatura,
radiacdo solar e precipitacdo pluvial (DIDONET, A. D.; SILVA, 2004). Apesar de uma
redugdo em torno de 30% de area de plantio de feijao no Brasil, a producdo aumentou em
33,5%, gragas ao expressivo aumento da produtividade média (94,6%). Ainda com o aumento
da produgdo, a quantidade de feijdo cultivada no Brasil € insuficiente para atender ao mercado
interno, cujo consumo aumentou em 10,94% entre os anos de 2004 a 2010 (POSSE et al.,
2010).

Para seu beneficiamento, os grdos passam por dois processos principais, a maquina
de ar e peneira, onde os grdos quebrados e outras impurezas do tamanho e densidades
proximas do feijao sdo separados; € a mesa densimétrica que classifica por peso especifico,
separando os graos leves, atacados por insetos, dos graos inteiros € bem formados (FERRO,
2014).

Os coprodutos do feijdo separados no processo de beneficiamento, composto por
graos avariados (amassados, enrugados, manchados, despeliculados, partidos ou quebrados)
apresentam-se como alternativa promissora a redugdo dos custos com alimentag¢ao do rebanho
leiteiro. (MAGALHAES et al., 2008). Entretanto, os gros avariados niio sdo aceitos ao serem

destinados ao consumo humano, perdendo seu valor econdmico. Baseado no pressuposto, a
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matéria-prima de baixo valor comercial passa a ser uma alternativa de aproveitamento para

recuperagdo de compostos bioativos, como os compostos fenolicos presentes nas cascas.

2.1.2 Composicao quimica

Os feijoes pretos comuns possuem uma composicao quimica rica, com compostos
associados a diversos beneficios a saide como redu¢dao do risco de doengas metabodlicas e
cardiovasculares, diminui¢do do nivel sérico de colesterol e hiperglicemia e prevencao de
cancer de colon, mama e prostata (LOS et al., 2018b).

Em sua composi¢ao, os carboidratos estdo presentes de forma majoritaria em feijoes
comuns com quantidades entre 55 e 65% (base seca), que sdo predominantemente amido, mas
também fibras e oligossacarideos da dieta (SUAREZ-MARTINEZ et al., 2016). Quanto ao
seu conteudo de fibras, os feijoes apresentam de duas a trés vezes mais fibra por 100 g de
por¢do do que outros alimentos presentes em uma dieta basica, sendo considerada uma
importante fonte de fibras (CHEN et al., 2016). Além disso, os feijoes apresentam amido do
tipo-C e mais amilose quando comparado a maioria das fontes de amido disponiveis na
industria (SANTIAGO-RAMOS et al., 2018).

Os feijoes apresentam ainda em sua composi¢ao peptideos, moléculas formadas pela
ligacdo de dois ou mais aminoacidos através de ligacdes peptidicas. Estudos demonstraram
que os peptideos de feijdo podem fornecer funcdes antimicrobianas, antioxidantes,
antitromboticas, anti-hipertensivas e que podem inibir algumas enzimas relacionadas a
doengas cronicas (SANTIAGO-RAMOS et al., 2018).

Ainda que ndo sejam consideradas sementes oleaginosas, os feijoes apresentaram
teores de 6leo variando de 1,73 a 1,98%. Na composicao de sua fra¢do oleosa, apresentam alta
proporcao de acidos graxos insaturados, sendo os 4cidos linolénico e linoleico os principais
acidos graxos (62-83% do total de 4cidos graxos), seguidos por acidos palmitico e oleico
(CHEN et al., 2015).

Além de ser uma fonte importante de proteinas, carboidratos, fibras e apresentar uma
fracdo oleosa, o feijao ¢ reportado como um alimento rico em compostos fitoquimicos,
proporcionando importantes beneficios a saude. Exemplos de tais compostos sdo os
compostos fendlicos (CHAVEZ-MENDOZA; SANCHEZ, 2017).

Os compostos fenolicos comumente encontrados nos feijoes incluem os flavonoides,
antocianinas, flavonois, flavandis, isoflavonas, flavanonas, proantocianidinas e taninos, além

de uma ampla gama de acidos fendlicos (LOS et al., 2018b). Estes compostos estdo presentes
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nos graos comestiveis em forma livre, extraidos principalmente por misturas de dgua com
solvente hidrofilico (por exemplo, 80% de metanol) (CHEN et al., 2015). Avaliando a
presenca de compostos fendlicos em feijoes, Giusti et al. (2017) encontraram antocianinas na
composi¢ao apenas de feijoes pretos (delfinidina-3-O- glucosideo e cianidina-3- glucosideo),
totalizando 649,5 mg/kg. Ja nos estudos de Jun et al. (2016) e Takeoka et al. (1997) foram
encontrados trés tipos de antocianinas no feijdo preto: delfinidina-3-O-glucosideo (56%),
petunidin-3-O-glucosideo (26%) e malvidina-3-O-glucosideo (18%) Entretanto, ao serem
submetidos a processamentos térmicos, os feijoes tem sua composicdo fendlica modificada
(LOS et al., 2018b).

Segundo Gan et al. (2016) flavonoides e proantocianidinas de extratos de cascas de
feijdo apresentaram alta atividade antioxidante e antibacteriana, que podem ser candidatos

potenciais aditivos na industria de alimentos.

2.2  ANTIOXIDANTES

Processos naturais do organismo como a respiragao e reagdes oxidativas provocam a
formacao de radicais livres, que podem ser descritos como moléculas organicas e inorganicas
e atomos que contém um ou mais elétrons ndo pareados, com existéncia independente
(HALLIWELL, 2012; SILVA et al., 2010).

Estudos relacionam a presenca de radicais livres com danos ao organismo e doencas
como inflamacgdes, tumores malignos, mal de Alzheimer e doengas cardiovasculares, além de
acelerarem o processo de envelhecimento (SIKORA et al., 2008). Por outro lado, a alta
ingestdo de produtos vegetais estd relacionada com a redugdo no risco de doengas cronicas
como aterosclerose e cancer, efeitos que tém atribuidos aos compostos que possuem atividade
antioxidante (SILVA et al., 2010).

Krinsky (1994) define antioxidante como um composto que protege o sistema
biologico contra o efeito nocivo de processos ou reagdes que podem causar oxidagdo
excessiva. Os principais antioxidantes encontrados em vegetais sdo os compostos fenodlicos.
Estes compostos possuem propriedades benéficas que podem ser atribuidas a sua capacidade
de sequestrar os radicais livres. Entre os compostos fenolicos, os mais estudados sdo o 4cido
cafeico, o acido galico e o acido elagico (ANTUNES, 1999).

Os compostos antioxidantes sdo utilizados como parte da dieta ou em sua forma
sintética como um dos mecanismos de defesa contra os radicais livres. Estes podem ser
empregados nas industrias de alimentos, cosméticos, bebidas e na medicina (ANTUNES,

1999).
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No setor de alimentos, a utilizacdo de compostos antioxidantes em produtos tem sido
cada vez mais estudada. Neste setor, hd um grande interesse pelo estudo da oxidacao lipidica,
uma vez que promove danos como a rancificacao, perda de aromas, formagao de off-flavors e
rejei¢do do consumidor. Em produtos contendo lipidios, uma das principais formas de se
minimizar a rancificagdo ¢ através do uso de antioxidantes. Sua acdo ¢ capaz de retardar a
formagao de produtos toxicos, manter a qualidade sensorial e nutricional e aumentar a ida util
de alimentos (SILVA et al., 2010).

Com uma busca do consumidor por uma alimentagdo mais natural e o aumento da
rejeicdo do uso de aditivos sintéticos, tem aumentado o interesse no desenvolvimento de
técnicas para obtencdo e aplicagdo de antioxidantes provenientes de fontes vegetais. Além
disso, alguns estudos mostram que produtos naturais apresentam, in vitro, maior atividade

antioxidante que os produtos sintéticos (SILVA et al., 2010).

2.2.1 Compostos fendlicos

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, os mais ativos e encontrados com
maior frequéncia sdo os compostos fenolicos (ANTUNES, 1999). A estrutura quimica dos
compostos fenolicos compreende um anel aromatico, contendo um ou mais substituintes
hidroxila, variando de simples moléculas fenolicas a compostos altamente polimerizados. A
sua atividade antioxidante ¢ devida a sua capacidade de eliminar os radicais livres, doar
atomos de hidrogénio ou elétrons ou quelar céations metalicos. (BALASUNDRAM;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006; BRAVO, 2009).

A maioria dos compostos fendlicos naturais ¢ encontrada como conjugados com
mono e polissacarideos, ligados a um ou mais dos grupos fenolicos. Os compostos fenolicos
também podem ser encontrados como derivados funcionais, como ésteres e ésteres metilicos.
Destes, acidos fendlicos, flavondides e taninos sdo considerados os principais compostos
fendlicos da dieta (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Os 4acidos fendlicos consistem em dois subgrupos, os acidos hidroxibenzoico e
hidroxicindmico. Os 4cidos hidroxibenzoicos incluem os acidos galico, p-hidroxibenzdico,
protocatecuico, vanilico e seringa. Os dcidos hidroxicinamicos, por outro lado, sdo compostos
aromaticos, sendo os acidos cafeico, fertlico, p-cumarico e sindpico 0s mais comuns.
Possuem atividade que ¢ aumentada com o aumento do grau de hidroxilagdo das moléculas

(BRAVO, 2009).
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Os flavonoides constituem o maior grupo de fendlicos vegetais, sendo responsaveis
por mais da metade dos oito mil compostos fendlicos naturais. Estes sdo compostos de baixo
peso molecular que atuam como antioxidantes na inativagdo dos radicais livres, com a
capacidade de doar atomos de hidrogénio e inibir as reagdes em cadeia provocadas pelos
radicais livres. Substituigdes em seus anéis via oxigenagao, alquilagdo, glicosilagdo, acilagdo e
sulfatagdo resultam em inumeras variagdes de moléculas na classe dos flavonoides.
(ANTUNES, 1999; BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Exemplos de
variagdes do grupo dos flavonoides sdo: flavonois, flavonas, flavanonas, antocianinas,
isoflavonas e chalconas (SILVA et al., 2010).

O terceiro grupo importante entre os compostos fenolicos sdo os taninos. Os taninos
sao compostos de peso molecular alto e podem ser subdivididos em taninos hidrolisaveis e
condensados e clorotaninos. Os hidrolisaveis sdo ésteres de acido galico enquanto os
condensaveis sdo polimeros de monomeros de poli-hidroxiflavan-3-ol. Ja os clorotaninos
consistem inteiramente de cloroglucinol, mas estes ndo sdo significativos na dieta humana
(BRAVO, 2009).

Quanto as suas propriedades funcionais, os compostos fenolicos estdo relacionados a
presenca de cor em alguns vegetais, principalmente antocianinas. Eles também podem servir a
uma variedade de propositos para plantas, como dar cor, atrair ou repelir insetos e fornecer
protecao antimicrobiana, antiviral e UV (MANACH et al., 2004). Sao reportados diversos
beneficios para a salide humana relacionados as antocianinas, como retardar as doencas
relacionadas ao estresse por oxidacdo, incluindo a aterosclerose, diabetes e cancer. Além
disso, devido a sua capacidade de eliminacdo de radicais, os fendlicos tém o potencial de
prolongar a vida util dos produtos alimenticios, reduzindo os impactos negativos da oxidac¢ao
lipidica na qualidade nutricional, sabor, cor, odor, textura e aparéncia dos alimentos (DE

SOUZA; WILLEMS; LOW, 2019).

2.2.2 Antocianinas

As antocianinas (do grego anthos, uma flor, e kyanos, azul escuro) sdo pigmentos
presentes no feijao preto (Phaseolus vulgaris L.) que fazem parte do grupo dos flavonoides.
Dependendo do cultivar os feijoes podem apresentar uma grande variacdo no contetido de
flavonoides e na cor da casca (MAZZA, 1993).

As antocianinas podem ser produzidas nas folhas do feijao pela acdo do 0zdnio

presente na atmosfera. O genétipo determina a presenca do pigmento e em alguns casos siao
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necessarios genes mais complementares, enquanto em outros um unico gene dominante ¢
suficiente para permitir a formacao dos pigmentos de antocianina (MAZZA, 1993).

ApoOs a clorofila, as antocianinas sdo o mais importante grupo de pigmentos de
origem vegetal, compondo o maior grupo de pigmentos soliveis em agua do reino vegetal
(LOPES et al., 2007). Em suas estruturas possuem ligagdes conjugadas que absorvem a luz a
cerca de 500 nm e sdo a base para as cores vermelha, azul e roxa das frutas, vegetais e seus
produtos.

Em plantas, as antocianinas desempenham diversas fungdes, como atividade
antioxidante, protecao a agdo da luz, mecanismo de defesa e fungdo bioldgica. As cores vivas
e intensas que elas produzem presentes nas flores, pétalas, folhas, frutas e legumes, tém um
papel importante em varios mecanismos reprodutores das plantas, tais como a polinizagdo e a
dispersdo de sementes (LOPES et al., 2007; PATRAS et al., 2010).

Em alimentos e bebidas a cor é um dos atributos mais importantes quando se trata da
percepgao do consumidor ao produto. Assim, o uso de corantes na industria de alimentos €
uma pratica comum (LOPES et al., 2007; MAZZA, 1993).

No Brasil, ¢ proibida a utilizagdo de diversos corantes sintéticos. Assim, a industria
de alimentos recorreu a uma série de pigmentos naturais de origem vegetal e animal que
pudessem substituir os corantes proibidos pela legislagdo e outros que possam ser prejudiciais
a saude humana (LOPES et al., 2007).

Utilizados como corante natural em alimentos, as antocianinas sdo responsaveis
pelos tons compreendidos desde a coloracdo vermelha até a coloragdo azul (LOPES et al.,
2007). A cor dos alimentos pigmentados com antocianina depende da estrutura e concentragao
do pigmento, pH, temperatura, presenca de copigmentos, ions metalicos, enzimas, oxigénio,
acido ascorbico, aglicares e seus produtos de degradacdo, didoxido de enxofre e outros fatores
(MAZZA, 1993) .

Em solucdo aquosa, as antocianinas sdo frequentemente encontradas na forma de
uma mistura de diferentes estruturas quimicas em equilibrio: cation flavilium (vermelho),
base anidra quinoidal (azul), pseudo-base carbitol (incolor), e chalcona (incolor ou levemente
amarela). (LOPES et al., 2007; MAZZA, 1993).

Entretanto, a exposicdo de solu¢des de antocianinas a temperatura superior a
ambiente (25°C) promovem sua degradacdo e esta degradacdo ¢ ainda mais intensificada

quando o meio possui pH elevado (LOPES et al., 2007).
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Outra aplicagdo das antocianinas devido a sua pigmentacao ¢ o desenvolvimento de
filmes indicadores de pH. Em seu estudo, Choi et al. (2017) relata que o filme desenvolvido
nao ¢ toxico e produz respostas confidveis as variagcdes de pH, possuindo potencial para
aplicagdes em materiais inteligentes para embalagens de alimentos.

As antocianinas também foram associadas a resisténcia a patdgenos em plantas como
girassol, mudas de ervilha e milho. Além disso, também tém sido indicadas como
potencializadoras da fotossintese nas folhas das plantas de floresta tropical e como
reguladores da fotossintese em algumas espécies lenhosas (LEE; LOWRY; STONE, 1979;
MAZZA, 1993).

Na érea farmacéutica, estudos também relatam que as antocianinas possuem
atividade antiulcerosa e fornecem protecdo contra a radiacio UV (CRISTONI;

MAGISTRETTI, 1987; MAZZA, 1993).

2.2.2.1 Estrutura quimica

As antocianinas, compostos fenolicos do grupo dos flavonodides, sdo caracterizadas
pela estrutura constituida por duas ou trés porgdes, uma aglicona (antocianidina), um grupo de
agucares e, frequentemente, um grupo de acidos organicos (MALACRIDA; DA MOTTA,
2006).

As diferengas entre as antocianinas individuais sdo o numero de grupos hidroxila na
molécula, o grau de metilagdo desses grupos hidroxila, a natureza e o numero de agucares
ligados a molécula e a posi¢do da ligagdo, bem como a natureza e o nimero de acidos
alifaticos ou aromaticos ligados aos acucares na molécula. Entre as antocianidinas ou
agliconas de ocorréncia natural conhecidas, seis ocorrem com mais frequéncia em plantas.
Sao elas: pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina (MAZZA,
1993).

A estrutura quimica bdasica das antocianinas ¢ baseada em uma estrutura policiclica

de quinze carbonos, mostrada na Figura 2:
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Figura 2 - Estrutura quimica das antocianinas.

OH
CH,0H
Aglicona Substituicdo glicosidica Acilagao
(Estrutura do anel B) (substituicdo nas posigdes 3 (esterificagdo das hidroxlas do
e5) agucar)
R.=R;=H Pelargonidina D-glicose Acidos cindmicos
R:=0H,R:=H Cianidina D-galactose p-cumarico
R,=R;=0H Delfinidina D-xilose Ferdlico
R,=0QCH,;, R, =H Peonidina L-ramnose Caféico
Ry= OCH., R, = OH Petunidina L-arabinose
Rs=R;=0CH Malvdina Rutinose Acidos alifaticos
Soforose Acético
Sambubiose Maldnico
Gentiobiose Succinico

Fonte: Malacrida; Da Motta (2006).

Uma vez que cada antocianidina pode ser glicosilada e acilada por diferentes
acUcares e acidos, em posi¢des diferentes, o numero de antocianinas ¢ 15 a 20 vezes maior
que o numero de antocianidinas. Os agucares mais comumente ligados a antocianidinas sao
glicose, galactose, ramnose e arabinose. Os di- e trissacarideos, formados por combinagdes
desses quatro monossacarideos, também podem glicosilar algumas antocianidinas (MAZZA,
1993).

As antocianinas presentes em feijoes comuns sdo a delfinidina-3-O-glucosideo,
malvidina-3-O-glucosideo e petunidin-3-O-glucosideo (LOS et al., 2018b). Estas possuem em
sua molécula a substituicao dos radicais nas posi¢des 3 e 5 do anel B pelo radical OH no caso
da delfinidina-3-O-glucosideo e OCH; na malvidina-3-O-glucosideo. Na molécula da
petunidin-3-O-glucosideo os radicais das posicdoes 3 € 5 do anel B sdo substituidos pelos

radicais OCH; e OH, respectivamente (MALACRIDA; DA MOTTA, 2006).

23 OBTENCAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS
Compostos bioativos como antioxidantes, vitamina C e seus homodlogos sao
considerados importantes agentes promotores de saude. Fortemente presentes em vegetais, os

compostos que apresentam maior destaque com bioatividade sdo os fendlicos. Estes podem se
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dividir em duas classes: os ndo flavonoides e os flavonoides. Entre ndo flavonoides estdo os
derivados de acido hidroxicindmico e odifenois assim como o hidroxitirosol, acidos galico e
protocatecucico. (CARVALHO; BERMAMASCO; GOMES, 2018).

Para a obtencdo dos compostos bioativos presentes em matérias-primas vegetais,
inclusive no feijao, faz-se necessaria a utilizagdo de métodos de extracdo. A primeira etapa
do processo de obtengdo destes compostos consiste na padronizagdo do material, em termos
de granulometria e teor de umidade (FERRO, 2019).

No meio industrial, a extracdo convencional com solventes ¢ a técnica mais comum.
Esta técnica pode ser aplicada para diferentes matrizes, onde a transferéncia de massa ¢
facilitada pela combinacdo entre solvente com o processo de aquecimento. Entretanto, a
técnica apresenta desvantagens quando os compostos de interesse sdo termolabeis, devido ao
risco de degradacado, além do alto consumo energético (BARBA et al., 2016).

O processo de extracdo também pode ser realizado através de métodos ndo
convencionais, entre eles a extracdo com solventes ndo convencionais, extragdo supercritica
com didxido de carbono (ESC), extra¢do liquida pressurizada (ELP) e extracdo assistida por
ultrassom (CARVALHO; BERMAMASCO; GOMES, 2018). Com o desenvolvimento destes
métodos de extragdo e com o aumento da aplicagdo da quimica verde, mais estudos tem se
voltado para métodos denominados de ecologicamente corretas (JIN et al., 2017). Neste
cenario, os métodos ndo convencionais conseguem atender aos conceitos da quimica verde
com baixo consumo de energia, reduzidas operagdes unitérias, uso de solventes alternativos e
biodegradaveis. Os custos para a aplica¢do da tecnologia para os métodos nao convencionais
podem ser mais elevados em comparagdo aos convencionais, entretanto observa-se o aumento
nos teores de compostos obtidos e maior seletividade na extracdo, mostrando-se uma

alternativa viavel (CARVALHO; BERMAMASCO; GOMES, 2018).

2.3.1 Métodos de extracao

Extracdo ¢ uma das operagdes unitarias mais utilizadas na industria de alimentos,
sendo empregada principalmente na obtencdo de compostos retidos na matriz do alimento. A
técnica de extracdo utilizada na obtencdo de extratos de produtos naturais influencia
diretamente sua qualidade e sua composic¢do final (DE OLIVEIRA, 2015).

A estabilidade das antocianinas € sensivel a diversos fatores, e sdo encontrados
varios exemplos de estudos a respeito na literatura. Assim, definir as condi¢des de extracdo do

pigmento ¢ um passo primordial, a fim de minimizar as alteracdes em suas caracteristicas
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(LOPES et al., 2007). Além disso, ¢ importante considerar a eficiéncia, sustentabilidade e

viabilidade economica ao definir o método de obtengdo destes compostos bioativos.

2.3.1.1 Extragao por liquido pressurizado - ELP

A extra¢do com liquido pressurizado (ELP) consiste na aplicagdo de temperatura e
pressdes elevadas em intervalos de tempo reduzidos (CARVALHO; BERMAMASCO;
GOMES, 2018). Atualmente, este método de extracao tem sido amplamente explorado para a
obten¢do de compostos fenolicos, comparado com métodos tradicionais. A conclusdo comum
nesses estudos ¢ que os métodos de ELP foram preferidos, fornecendo resultados comparaveis
ou melhores que métodos tradicionais na recuperacdo destes compostos (MUSTAFA;
TURNER, 2011).

O uso de altas temperaturas melhora a eficiéncia da extra¢do, uma vez que ajuda a
interromper as interagdes da matriz analito-amostra causadas pelas forcas de van der Waals,
ligacdo de hidrogénio e atracdo de dipolo (RICHTER et al., 1996). Além disso, a temperatura
elevada diminui a tensdo superficial do solvente, solutos e matriz. Uma diminui¢do na tensao
superficial do solvente permite que as cavidades deste sejam formadas mais facilmente e que
os analitos se dissolvam mais rapidamente (MOCKEL; HOFLER; MELZER, 1987).

Outra vantagem da utilizagdo de temperaturas mais altas no processo € o aumento da
taxa de difusdo, isto ¢, a transferéncia de massa da molécula no solvente, o que permite
extracdes mais rapidas, especialmente em amostras controladas por difusdo. Por outro lado,
em temperaturas mais altas a seletividade de extragdo ¢ menor. Além disso, altas temperaturas
podem afetar compostos termolabeis sujeitos a desintegracdo e degradacao hidrolitica
(MUSTAFA; TURNER, 2011).

Quanto ao uso de alta pressdo no processo de extragdo, sua principal vantagem ¢ que
uma temperatura acima do ponto de ebulicdo pode ser usada enquanto o solvente mantém seu
estado liquido. O uso de pressao elevada em alta temperatura e tensao superficial reduzida do
solvente ajuda a forgar o solvente dentro do poro da matriz a entrar em contato com o analito
e extrai-lo (MUSTAFA; TURNER, 2011).

O uso de pressdo durante a extragdo pode resultar em perturbagdes na matriz, o que
pode melhorar a transferéncia de massa do analito da amostra para o solvente. A alta pressao
durante a extracao controla os problemas relacionados as bolhas de ar encontradas na matriz

que impedem o solvente de atingir o analito. Essas condigdes aumentam a cinética de
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solubilidade e dessorcdo do analito da matriz da amostra (RICHTER et al., 1996;
ROSTAGNO et al., 2009).

2.3.1.2 Extracdo por maceragao

A maceracdo ¢ um processo estatico em que a matéria-prima permanece em contato
com um solvente organico por um determinado tempo com ou sem agitagdo e sem renovacgao
do liquido do solvente (COELHO, 2015; DE OLIVEIRA, 2015). Devido a sua simplicidade e
baixo custo, a maceragdo ¢ uma das técnicas extrativas mais usuais (VINATORU, 2001).
Além disso, na maceragdo a polaridade do liquido extrator e a natureza da matéria-prima
(solubilidade dos compostos presentes na matriz, tamanho de fragmentos do material sélido,
entre outros) tem grande impacto na eficiéncia da obten¢do dos compostos desejados (DE
OLIVEIRA, 2015).

Apesar do baixo custo do processo de extracdo e de poder ser repetido varias vezes
utilizando diferentes solventes (maceragdo multipla ou sequencial), a maceracdo possui
desvantagens como a lentiddo e a impossibilidade de extrair totalmente os principios ativos da

matéria- prima (MELECHI, 2005).

2.3.1.3 Extragao assistida por ultrassom

A extracdo assistida por ultrassom ¢ uma técnica que se baseia na utilizagdo de
energia das ondas sonoras (vibragdes mecanicas) transmitidas em frequéncia de 20 a 20.000
kHz (DE OLIVEIRA, 2015). Esse método proporciona maiores rendimentos de extracdo,
utilizando menos solvente e de forma mais réapida do que extracdo com solventes organicos
por meio de maceracao. Além disso, pode ser empregado numa ampla variedade de produtos,
devido a simplicidade da técnica e do equipamento. Entre suas aplicacdes, se destacam a
obtencdo de compostos de produtos naturais, como proteinas, agucares, complexos
polissacarideos, proteinas, Oleos, antioxidantes, entre outros (DE OLIVEIRA, 2015;
MAZZUTTI, 2016).

A maior eficiéncia de extracdo desse método em relacdo a maceracdo, por exemplo,
estd relacionada com o fendmeno chamado de cavitagdo acustica. Nesse processo os ciclos de
expansao podem criar cavidades ou microbolhas no liquido que quando formadas absorvem a
energia das ondas sonoras e expandem durante os ciclos de expansdo e comprimem durante o
ciclo de compressao (MAZZUTTI, 2016). Essa varia¢dao na pressao do liquido utilizado no
processo causa mudancas fisicas e quimicas permanentes, como ruptura dos soélidos e

instabilidade na interface de sistemas liquido-liquido e liquido-gés. Além disso, a agitagdo das
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moléculas provoca um aumento de temperatura que favorece a solubilidade e difusividade de
compostos no meio (DE OLIVEIRA, 2015).

As desvantagens na aplicacdo da extracdo assistida por ultrassom sdo associadas a
necessidade de etapas posteriores de recuperagdo do extrato, como filtracdo ou centrifugacao
e eliminacdo do solvente. Além disso, a otimizacdo das varidveis de processo tempo,
temperatura e frequéncia ¢ necessaria para manter a estabilidade dos compostos, evitando

degradacdes e perdas de atividade (JOANA GIL-CHAVEZ et al., 2013).

2.4 CONSIDERACOES A RESPEITO DO ESTADO DA ARTE

Diante do surgimento da demanda de substitui¢do de aditivos alimentares sintéticos e
do interesse econOmico no aproveitamento de residuos da induastria, comegam a ser
desenvolvidos estudos acerca da obtencao de compostos bioativos obtidos a partir de
matérias-primas vegetais.

Sendo um dos maiores produtores mundiais de feijao, o Brasil ¢ colocado como um
dos maiores geradores de coprodutos do beneficiamento dos graos. Partindo do pressuposto, o
conhecimento da composi¢do quimica do feijdo, assim como o desenvolvimento de métodos
eficientes para recuperacao de seus compostos de interesse sao necessarios para que o residuo
possa se tornar uma potencial matéria-prima de interesse econdmico.

Uma vez que a obtengd@o de compostos bioativos como as antocianinas visam agregar
valor a produtos destinados ao consumo humano, deve-se considerar o uso de solventes
atoxicos e seguros nos métodos de extracdo. Aliado a isso, busca-se uma maior eficiéncia no
estudo de métodos de extracdo, onde temperatura, vazao, pressdo e composi¢do do solvente
sdo parametros importantes a serem avaliados.

Diante deste cendrio, o presente trabalho busca comparar os métodos de extragdo
convencionais (maceragao e extragdo assistida por ultrassom) e a alta pressdo (extracdo com
liquido pressurizado) de forma a propor as melhores condi¢des para obtengdo de antocianinas

das cascas de feijoes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS
3.1.1 Preparo da matéria-prima

Para a realizacdo dos experimentos, foram usadas “bandinhas” de feijao preto (graos
quebrados com cotilédones separados) cedidas por processadores de feijao da regido. Estas
passaram por uma selecdo em laboratorio, onde feijoes deteriorados por insetos ou
microrganismos foram descartados. Para a remocdo das cascas (Figura 3) dos feijdes
quebrados, as amostras foram previamente hidratadas em um béquer com agua destilada a
uma razao de 1:100 (m/v), mantido a temperatura ambiente por 2h. Entdo, o excesso de agua
foi removido e os cotilédones (Figura 4) quebrados foram secos em estufa de circulagdo de ar
forcada (De Leo, Porto Alegre, Brasil) a 60°C por 6h. Na sequéncia, as cascas foram
removidas por processo de abrasdo, sendo as amostras separadas em cascas e cotilédones sem
casca. Por fim, as cascas foram processadas em um moinho de facas e peneiradas, obtendo-se
particulas de 0,30 mm. Depois disto, as cascas foram usadas para os experimentos de extracao

dos compostos bioativos.

Figura 3 - Cascas de "bandinhas" de feijao.
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Fonte: a autora.
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Figura 4 - "Bandinhas" de feijao descascado (cotilédones).
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Fonte: a autora.

3.1.2 Extracio liquida pressurizada- ELP

A extra¢do dos compostos bioativos das cascas de feijao pelo método ELP foi feita
em processo dindmico. Ou seja, o leito de extracdo ¢ formado pelo empacotamento da
amostra no extrator de ago inoxidavel (Figura 5), o qual possui uma camisa externa que
permite que a temperatura do processo seja mantida constante. Na sequéncia o sistema ¢
preenchido com o solvente, continuamente bombeado através da amostra.

Foram adicionadas ao leito de extragdo 3,0 g da amostra triturada. A fim de otimizar
as condi¢des de extragdo das antocianinas da casca do feijao, foi utilizado um planejamento
Box-Behnken (Tabela 1) (BOX; BEHNKEN, 1960). Foram realizadas quinze extragdes nas
temperaturas de 30, 50 e 70 °C, nas vazdes de 3, 4 e 5 mL/min com solugdes de etanol e acido
citrico nas concentracdes de 30, 50 e 70% de etanol. O tempo de extragao foi definido pela
curva da cinética de extracdo e a pressdo utilizada foi de 100 bar. Os extratos obtidos foram

armazenados em frascos ambar em freezer doméstico.
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Figura 5 - Sistema utilizado para a extragdo liquida pressurizada.

Sistema composto por um reservatorio de solvente, bomba de solvente, valvula de bloqueio, valvula
de contrapressao, leito de extracdo e banho termostatico.

Fonte: a autora.
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Tabela 1 - Planejamento Box-Behnken

Amostra T (°0) [1etOH (%) (HYE/Z;(;H)
1 30 30 4
3 50 30 3
4 70 30 4
5 70 50 3
10 30 50 3
11 30 50 5
12 30 70 4
13 50 70 5
14 50 70 3

Fonte: a autora.

3.1.3 Cinética de extracao

Para determinacdo da cinética de extracdo dos compostos bioativos foi realizada a
extracdo em ELP com uma solugdo de etanol e 4cido citrico na propor¢do 1:1 a 50 °C, vazao
de 4 mL/min pressdo de 100 bar. A extragdo foi feita por 51 minutos com amostras de extrato
retiradas a cada 3 minutos, com seu teor de AMT avaliado pelo método de diferenca de pH
(GIUSTI; WROLSTAD, 2001). A partir da curva obtida e com base na literatura, foi

determinado o tempo para as extra¢des do planejamento.

3.1.4 Extrac¢do por macera¢io

A extracdo das antocianinas por maceragdo foi realizada em duplicata com 3,0 g da
amostra triturada, 60 mL solvente 30% etanol e 70% dacido citrico (definido a partir da
otimizacdo do planejamento ELP), tempo de 26 minutos definido na cinética de extra¢do por
ELP. A amostra e o solvente foram homogeneizados em um béquer que posteriormente foi
mergulhado em um banho termostatico (Figura 6) a temperatura de 60 °C (definida na
otimizacdo do planejamento ELP) por 26 minutos. A amostra e o extrato foram separados
através de filtracdo em funil de vidro com papel-filtro e o filtrado recolhido em um béquer. Os

extratos obtidos foram armazenados em frascos ambar em freezer doméstico.
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Figura 6 - Banho termostatico utilizado para o controle de temperatura da extracao por

maceragao.

Fonte: a autora.

3.1.5 Extracio assistida por ultrassom

A extracdo assistida por ultrassom para recuperacdo das antocianinas foi realizada
em duplicata com 3g de amostra das cascas de feijdo, 60 mL de solvente 30% etanol e 70%
acido citrico. A amostra ¢ o solvente foram colocados em um béquer e homogeneizados,
entdo o béquer foi mergulhado em um banho e submetido ao tratamento indireto em ultrassom
com o uso de uma lavadora ultrassonica (USC-700/55 kHz, Unique Ind. e Com. de Produtos
Eletronicos Ltda., Indaiatuba/SP, Brasil, Figura 7) pelo tempo de 26 minutos. Apos a
extracdo, solugdo de extrato foi separada da matriz através de filtracdo em funil de vidro com
papel-filtro, sendo o filtrado recolhido em um béquer. Os extratos obtidos foram armazenados

em frascos ambar em freezer doméstico.
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Figura 7 - Lavadora ultrassonica utilizada no processo de extragdo assistida por ultrassom.
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Fonte: a autora.

3.2  COMPOSICAO QUIMICA DOS COMPOSTOS BIOATIVOS
3.2.1 Compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado por andlise colorimétrica
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu, como descrito por Singleton e Rossi (1965). Em
uma microplaca foram transferidas aliquotas de 240 pL de 4gua destilada, 15 pL de amostra e
15 pL de reagente de Folin-Ciocalteu. Apos trés minutos, 30 pL de carbonato de sodio (20 %)
foram adicionados. Apds uma hora, a absorbancia (765 nm) foi medida por
espectrofotometria em uma multileitora TECAN Infinite M200. A leitura foi comparada com
uma curva de calibragdo de acido gélico (y = 0,0037x + 0,0052) e os resultados expressos

como miligramas de equivalentes de acido galico (EAG) por grama de amostra (mg EAG/g).

3.2.2 Antocianinas totais
As antocianinas totais foram determinadas pelo método de diferenca de pH (GIUSTI

et al., 2017). Primeiramente, duas solucdes foram preparadas: uma solugdo tampao a pH 1,0
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(0,025 mol/L de tampao cloreto de potassio, acidificado com HCI) e outro tampao pH 4,5 (0,4
mol/L de tampao acetato de s6dio, acidificado com HCI). Entdo, aliquotas de 10 uL. do extrato
foram transferidos para microplacas e 290 uL do tampdo correspondente (pH 1,0 e pH 4,5) foi
adicionado. Apos o periodo de 30 min de equilibrio, a absorbancia foi medida a 520 e 700
nm, usando uma multileitora TECAN Infinite M200. As figuras 8 e 9 mostram as microplacas
com solugdes de pH 1,0 e 4,5, respectivamente, antes da leitura de absorbancia dos extratos

resultantes do planejamento de otimizag¢do em ELP.

Figura 8 - Ensaio para determinacgao de antocianinas monomeéricas totais em pH 1,0

Fonte: a autora.

Figura 9 - Ensaio para determinag@o de antocianinas monoméricas totais em pH 4,5.
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Fonte: a autora.
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3.2.3 Avaliacao do potencial antioxidante

A habilidade dos extratos na climina¢do de radicais livres foi determinada com o
ensaio de DPPH de acordo com o método de (Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com
pequenas adaptagdes. As amostras diluidas (50 pL) foram misturadas com 250 pL de uma
solucdo metanolica de DPPH (60 pmol/L) em microplacas (Figura 10). A absorbancia foi
medida em 517 nm usando um leitor de microplacas apos a solugdo ser deixada em repouso
no escuro por 30 min.

Para a quantificagdo da capacidade antioxidante foi construida uma curva padrio de
Trolox (y = 0,3565x + 2,814). A capacidade antioxidante dos extratos foi expressa em pmol

equivalente de Trolox (ET)/g de material seco.

Figura 10 - Foto aproximada de microplaca utilizada em analise DPPH.
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Fonte: a autora.

3.2.4 Analise dos dados

Os resultados obtidos foram expressos em média + desvio padrdo. Para tratamento
dos dados foi utilizada a analise de variancia (ANOVA fator Uinico) e aplicado o teste de
médias de Tukey. As andlises foram realizadas no software STATISTICA v. 13.3 (TIBCO
Software Inc., Palo Alto, CA, USA).



32

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CINETICA DE EXTRACAO

A partir das extragoes realizadas em ELP conforme as se¢des 3.1.2 e 3.1.3 e andlise
das antocianinas monoméricas totais, foi obtida a curva cinética da extragdo (Figura 11).
Observando a cinética de extragdo nota-se que a partir de 26 minutos de processo o teor de
AMT aumenta lentamente. Segundo os dados experimentais, a quantidade de AMT no extrato
em 26 minutos de processo ¢ de 2,52 mg/g, enquanto em 51 minutos de extragdo o valor

obtido ¢ de 2,90 mg/g, uma diferenca de apenas 0,38 mg/g em 34 minutos.

Figura 11 - Curva cinética de extragdo pelo método ELP.
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1,50
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0,00
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Fonte: a autora

Em comparacdo a modelos de cinética de extracdo, onde as fases do processo sdo
divididas em zona de extragcdo controlada pela solubilidade (convec¢do) e zona de extragdo
controlada por difusdo, observa-se que até¢ 26 minutos o fendmeno convectivo ¢ dominante no
processo € apos esse tempo a extracdo ¢ controlada pelo efeito difusivo, diminuindo sua
velocidade. Desta forma, concluiu-se que a continuidade da extragdo a partir deste ponto
resulta em uma pequena quantidade de AMT. A partir deste resultado foi determinado o
tempo de extracdo de 26 minutos para a otimizagao da extragdo liquido pressurizada e demais

métodos utilizados para comparagao.
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42 OTIMIZACAO ELP

As quinze amostras extraidas pelo método ELP em diferentes condi¢des tiveram seu
conteudo de antocianinas monoméricas totais (AMT), potencial antioxidante e compostos
fendlicos totais (CFT) avaliados. Os resultados representados pela média em base seca +

desvio padrao sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultados das analises de atividade antioxidante, teor de antocianinas

monomeéricas totais e compostos fenolicos totais para extragdes em ELP em diferentes

condigoes.
[1EtOH  Vazio AMT CFT DPPH
Extrato T (°C)
(%) (mL/min) (mg/g) (mg EAG/g) (nmol ET/g)
1 30 30 4 2,76+ 0,07 16,38%4+0,10 164,75+ 10,39
2 50 30 5 4,78 +0,07  17,10%°+0,27 222,78+ 5,99
3 50 30 3 438°+0,04 18,11*°+£024 219,95+ 5,66
4 70 30 4 3.81°+£0,03 17,54%°+0,29 214,04+ 3,62
5 70 50 3 3,60°+0,10 18,10+ 0,26  23597*"+2 .86
6 50 50 4 371°+£0,12  17,51*°+£027  202,57°+1,18
7 50 50 4 449°+0,13  17,84*°+0,19  230,06° £ 2,10
8 50 50 4 427°+0,06 17,40°°+0,33 214,59+ 8,40
9 70 50 5 3,04°£0,13  1839°+£0,59  25884°+2,19
10 30 50 3 1,898+0,10 17,25°°+£0,63 144,87+ 4,92
11 30 50 5 2,67°+£0,06 1554°+024 132,529+ 11,28
12 30 70 4 1,23"+£0,05 10,387+0,39  108,37°+ 3,62
13 50 70 5 2,67°+£0,08  13,07°+£0,05 105,49°+ 13,23
14 50 70 3 2,16'+0,06  1588Y+0,30  110,30°+9,22
15 70 70 4 3.48°+0,04 17,90%°+£023 141,16+ 5,79

Médias, seguidas de mesma letra na coluna, dentro de cada variavel comportamental, ndo diferem entre si (p <

0,05) pelo teste Tukey.

Fonte: a autora.
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De acordo com as analises do teor de antocianinas monoméricas totais realizadas, o
extrato 2, na condi¢do de extracdo a 50 °C, 30% de etanol ¢ a uma vazdo de 5 mL/min, foi o
que apresentou maior conteudo de AMT com 4,78 mg/g. J4 o extrato 9, extraido a 70 °C, 50%
de etanol e uma vazao 5 mL/min, foi o que apresentou os maiores valores no ensaio DPPH e
analise de CFT, com resultados de 258,84 umol ET/g e 18,38 mg EAG/g , respectivamente.

Foi observado que o aumento de temperatura de forma isolada (vazao e concentragdo
de etanol constante) tem efeito positivo na recuperacdo de AMT, CFT e na capacidade
antioxidante dos extratos. Tal fato pode ser explicado pelo aumento da transferéncia de massa
entre a matriz do soluto e o solvente ¢ aumento da solubilidade do soluto causado pelo
aumento da temperatura, resultando em uma maior recuperacdo dos compostos bioativos
(RUDKE et al., 2019). Entretanto, a exposi¢do do extrato a altas temperaturas pode promover
a degradacao das antocianinas (LOPES et al., 2007).

Por outro lado, o aumento da vazio de forma isolada influencia negativamente o teor
de compostos fendlicos totais e potencial antioxidante. Como consequéncia da diminuigdo da
vazdo, o tempo de contato entre soluto e solvente ¢ maior, aumentando a transferéncia de
massa e justificando tal resultado (PEREIRA; MEIRELES, 2010; SANTOS et al., 2019). Fato
interessante do ponto de vista econdmico, uma vez que uma menor vazao resulta em um
menor gasto de solvente para obten¢do da mesma quantidade de compostos bioativos. Pode-se
observar que entre os extratos 2 e 7, os maiores em conteido de AMT, ndo houveram
diferencas significativas entre os resultados das analises utilizando diferentes vazdes. Neste
caso, a menor vazdo deste par (4 mL/min) se mostra mais vantajosa economicamente por
permitir que uma menor quantidade de solvente seja usada para a obtengdo de um alto
contetido de antocianinas.

De forma geral, o uso de solvente com menor concentragdo de etanol (30%) mostrou
melhores resultados nas andlises quimicas realizadas. Entretanto, a utilizacdo de etanol facilita
a remocao do solvente da amostra por conta de sua volatilidade.

A partir dos dados obtidos nas andlises da composicdo dos compostos bioativos,
associando os experimentos que variavam os parametros estudados da extracdo, foram
definidas as condi¢des otimas de extragdo pelo método ELP. A temperatura de 60 °C foi
escolhida visando o equilibrio entre AMT, CFT e potencial antioxidante, além de diminuir
probabilidade de degradacao das antocianinas pelo uso de temperaturas muito elevadas. Como
discutido anteriormente, optou-se pela vazio de 4 mL/min por se mostrar vantajosa
economicamente na recuperagdo de antocianinas. O solvente com 30% etanol e 70% de

solucao de acido citrico (0,1 mol/L) mostrou-se, de forma geral, mais eficaz quanto aos
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resultados observados nas andlises quimicas. Estas condi¢des foram utilizadas posteriormente
nas extragdes realizadas para comparacdo entre os métodos ELP, maceragdo e assistida por

ultrassom.

43 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Os trés métodos de extragao utilizados neste trabalho foram avaliados quanto ao teor
de compostos fenolicos totais (CFT) dos extratos obtidos (Tabela 3). O extrato obtido através
da extragdo por liquido pressurizado apresentou maior valor de CFT, com 19,09 mg EAG/g.

Mojica, Berhow e Gonzalez (2017) quantificaram o contetido de CFT em extratos da
casca de feijao preto obtidos pelo processo de maceracdo, utilizando como solventes apenas
agua acidificada com 4cido formico a 2% ou duas concentragdes diferentes de etanol (0; 12,5
e 25%) por duas horas em diferentes temperaturas (4, 22 e 40 ° C) e diferentes proporc¢des
solido/liquido (1:30, 1:40 e 1:50). Como resultado das andlises do teor de compostos
fenolicos totais, o extrato obtido com maior valor do pardmetro possuia resultado semelhante
ao encontrado para o método de maceracdo deste trabalho, sendo 17,30 e 17,28 mg GAE/g os

valores encontrados por Mojica et al. (2017) e deste trabalho, respectivamente.

Tabela 3 - Resultados das analises realizadas para comparacao de extracao por liquido

pressurizado, maceracao e assistida por ultrassom quanto ao teor de compostos fenolicos

totais (CFT).
Fenolicos totais
Extrato (mg EAG/g)
ELP 19,09 £+ 0,81
Maceracgao 17,28 £ 0,53
Ultrassom 18,17+ 0,18

Fonte: a autora.

Observando os resultados de teor de compostos fenolicos totais (Tabela 3) dos
extratos obtidos por diferentes métodos, nota-se uma melhor recuperacio em CFT pelo
processo de extracao assistida por ultrassom em relacdo a maceracdo, com um aumento de
5%. Corrales et al. (2008) obtiveram resultados ainda melhores comparando estes dois
métodos de extracdo, onde a recuperacdo de CFT pela extragdo assistida por ultrassom foi
aproximadamente duas vezes maior em compara¢do ao método de extragdo convencional para

subprodutos de uva.
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44 ANTOCIANINAS MONOMERICAS TOTAIS

Cada um dos extratos obtidos nos procedimentos realizados em duplicata para
comparac¢do dos métodos teve seu teor de antocianinas monoméricas totais avaliados. Como
esperado, os extratos obtidos por ELP tiveram o maior valor de AMT (3,98 e 3,78 mg/g),

seguidos dos extratos obtidos por extracao assistida por ultrassom e maceragao.

Tabela 4 - Resultados das analises realizadas para comparacao de extracao por liquido
pressurizado, maceracao e assistida por ultrassom quanto ao teor de antocianinas

monoméricas totais (AMT) e potencial antioxidante (DPPH).

Extrato AMT (mg/g) DPI;:},} /(;)m()l

ELP 1 3,98 +0,19 249,58 + 7,58

ELP 2 3,78 +0,19 237,42 + 3,65
Maceracao 1 1,57 £0,24 226,61 £11,46
Maceracgao 2 1,89 £ 0,05 222,68 £4,.26
Ultrassom 1 3,26 £ 0,26 236,52 +£ 4,55
Ultrassom 2 3,64 +0,18 234,08 + 8,60

Fonte: a autora.

No mesmo trabalho citado no item 4.3, Mojica, Berhow e Gonzalez (2017) avaliaram
o conteudo de AMT em extratos da casca de feijao. Em seus experimentos, o extrato com
maior conteddo de antocianinas apresentou um valor para AMT de 1,7 mg/g, que se
assemelha aos valores encontrados nos experimentos de maceracgao deste trabalho (1,57 e 1,89
mg/g). Entretanto, esses valores chegam a ser 2,5 vezes menores aos obtidos por ELP. Tal
diferenga pode ser atribuida ao efeito do aumento da transferéncia de massa entre a matriz e o
solvente com o uso de alta pressdao (RICHTER et al., 1996; ROSTAGNO et al., 2009).

Resultados semelhantes em relacdo as AMT foram reportados por Santos, Veggi e
Meireles (2012) comparando os métodos de extracdo por maceracdo e ELP para a obtencdo de
antocianinas das cascas de jabuticabas. Em seu trabalho o conteido de antocianinas
monomeéricas totais encontrado para a ELP ¢ duas vezes maior do que a encontrada para a
maceragao.

O método de extracdo assistida por ultrassom também se mostrou vantajoso na
recuperagdo de AMT em relagdo a extracdo por maceracdo. Tal resultado pode ser
relacionado com o fendmeno de cavitagdo aculstica, que promove uma melhoria no

rendimento da extracdo (MAZZUTTI, 2016).
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45 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE

Os métodos de extragdo ELP, maceracdo e assistida por ultrassom foram comparados
quanto ao seu potencial antioxidante pelo método DPPH e tiveram seu resultado expresso em
umol equivalente de Trolox (ET)/g de material seco (Tabela 4). Através das analises foi
observado que os extratos obtidos por ELP apresentaram o maior potencial antioxidante,
249,58 e 237,42 umol ET/g, em relagdo aos outros métodos. Os extratos que apresentaram
menor potencial antioxidante foram os obtidos pelo método de maceracao, entretanto com
uma diferenca aproximada de apenas 12% em relacdo aos extratos obtidos por ELP.

Além disso, pode-se observar que a extragdo assistida por ultrassom apresentou
resultados semelhantes em relagdo ao potencial antioxidante quando comparada a extra¢ao
por liquido pressurizado.

Em estudo da otimizacdo da extracdo de compostos fendlicos de feijoes cariocas, Los
et al. (2019) encontraram valores de até 34,40 pmol ET/g pelo método DPPH. Tal diferenca
em comparagdo a este trabalho pode ser relacionada ao fato de que no presente estudo foram
utilizadas apenas as casca dos feijoes para a extracdo dos compostos bioativos, onde os
mesmo sdao encontrados em maiores concentragdes em relacdo ao restante do grdo. Além
disso, tal resultado pode ser atribuido as diferencas nas composi¢des entre diferentes espécies
de feijao.

Analisando os resultados obtidos para cada extrato nas analises de AMT e potencial
antioxidante pelo método DPPH, observa-se uma alta correla¢do (r=0,86) entre o contetido de
antocianinas monoméricas totais e a atividade antioxidante do extrato. Ou seja, as extragdes
que resultam na maior obten¢do de antocianinas apresentam maior potencial antioxidante. A
correlagdo encontrada valida os resultados esperados pela literatura, uma vez que a atividade
antioxidante € descrita por Patras et al. (2010) como uma propriedade significativa das
antocianinas. Em feijdes a delfinidina-3-O-glucosideo, malvidina-3-O-glucosideo e petunidin-
3-O-glucosideo sdao as antocianinas presentes em maior quantidade. Essas moléculas, assim
como outros antioxidantes, possuem a capacidade de doar 4tomos de hidrogénio e inibindo as

reacdes provocadas pelos radicais livres (LOS et al., 2018b).
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5 CONCLUSAO

As comparagdes entre os métodos de extracdo convencionais e a alta pressdo
demonstraram resultados dentro do esperado para a obtencao dos compostos bioativos das
cascas de feijdes. A partir deste trabalho foi possivel verificar o efeito dos métodos de
extracdo por liquido pressurizado (ELP) em obtencdo de extratos com maior contetido de
antocianinas, compostos fendlicos e maior potencial antioxidante. Além disso, foi possivel
otimizar as condigOes de extragdo do método ELP de forma que a obtengdo de antocianinas
fosse maximizada. Além da obtengdo de compostos com maiores teores de antocianinas, a
ELP tem como vantagens a possibilidade do uso de altas temperaturas mantendo o solvente
no estado liquido e de se adequar a processos dinamicos.

Por fim, os extratos obtidos a partir da casca de feijado (Phaseolus vulgaris L.),
utilizando solventes que tem baixa toxicidade e seguros para o consumo humano, podem ser
considerados como potencial fonte para obtengdo de antocianinas que podem ser aplicadas no

desenvolvimento de produtos alimenticios.
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