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Resumo: O feijao preto (Phaseolus vulgaris 1.) é uma leguminosa rica em
antocianinas, pigmentos estudados como fontes naturais de indicadores acido-base. Este
trabalho teve como objetivo obter extratos de antocianinas do feijdo preto usando
diferentes solventes (agua, alcool 70%, e alcool 70% + dgua Milli-Q na proporcao de
7:3) e caracteriza-los por andlises de cor quando submetidos a solu¢des tampao com pH
variando de 3 a 10, utilizando espectrofotometria UV-Vis e andlise de cor (escala
CIELAB) para verificar seu potencial indicador de pH. O extrato aquoso se mostrou
menos translicido, mas se demonstrou eficiente na transicao de cor em diferentes faixas
de pH, apresentando cores fortes que variaram entre o vermelho, cinza e verde. Os
extratos hidroalcoolicos (dlcool 70% e alcool 70% + 4gua Milli-Q 7:3) apresentaram
cores similares que transitaram entre vermelho, rosa, incolor e verde, em diferentes
faixas de pH. Ambos extratos apresentaram picos batacromicos em 520 ¢ 600 nm o que
indicou a modificagdo estrutural da antocianina e, consequentemente, a mudanga de cor.
Embora o extrato obtido utilizando alcool 70% + agua Milli-Q 7:3 apresentasse cores
mais intensas, ambos os extratos de feijdo preto demonstraram eficiéncia como
indicadores naturais acido-base, exibindo tonalidades distintas em diferentes faixas de
pH. Assim, o feijao preto pode ser uma alternativa sustentdvel e de baixo custo aos
indicadores de pH sintéticos, podendo ser usado como indicador 4cido-base e tendo
potencial para ser empregado como pigmento em materiais cujo objetivo principal seja
a mudanga de cor conforme o pH do meio.

Palavras—chave: Antocianidinas; indicador de pH; leguminosas; pigmentos.

INTRODUCAO

As antocianinas sdo pigmentos organicos pertencentes ao grupo dos compostos
fenolicos, encontrados em flores, frutos, vegetais e em algumas leguminosas, como o
feijdo preto. Suas cores podem variar entre roxo, violeta, azul, magenta e vermelho,
sendo que o numero e a posi¢ao das hidroxilas na sua cadeia influenciam diretamente na
intensidade e na estabilidade da cor (1,2).

As antocianinas apresentam alto potencial bioativo, podendo ser utilizadas como
corantes naturais em alimentos por ndo serem tdxicas e serem economicamente viaveis,
contribuindo para a melhoria dos atributos sensoriais (3,4). Também podem ser
empregadas como indicadores acido-base, que sdo substincias organicas fracamente
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acidas ou basicas que mudam de cor em funcdo do pH, apresentando diferentes
tonalidades em suas formas protonadas ou desprotonadas, possibilitando seu uso como
indicadores naturais de pH (5). Seus pigmentos, considerados instaveis, apresentam
maior estabilidade em condi¢des acidas e podem sofrer modificagdes por fatores como
pH do meio circundante, temperatura, oxigénio, presenga de enzimas, metais ou pelo
fendmeno de copigmentagao (1).

Em meio aquoso, as antocianinas apresentam estruturas quimicas que mudam
conforme o pH, incluindo o cation flavilium (vermelho), a base anidra quinoidal (azul),
a pseudo-base carbitol (incolor) e a chalcona (incolor ou levemente amarela). Em meio
acido, as antocianinas estdo na forma cationica e, 8 medida que o pH aumenta, ocorre a
formacdo rapida de uma base quinoidal devido a desprotonagcdo. Em meio neutro, o
cation flavilium ¢ hidratado, estabelecendo um equilibrio entre as formas carbitol e
chalcona (6).

A facilidade de obten¢do das antocianinas, tanto em termos de custo quanto de
métodos de extragdo, motiva o interesse de diversos pesquisadores. Este material
permite o desenvolvimento de indicadores naturais de pH, que sofrem modificagdes de
cor com a variagao de pH, sendo util em diversas aplicagdes industriais e de consumo
(7). Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo obter extratos de antocianinas
do feijao preto utilizando diferentes solventes (agua, adlcool 70% e éalcool 70% + agua
Milli-Q na propor¢do de 7:3) e caracteriza-los mediante andlises de cor quando
submetidos a diferentes solu¢des tampao, com pH variando de 3 a 10, para verificar seu
potencial indicador de pH.

MATERIAL E METODOS

Extracio de antocianina

A extragdo de antocianinas do feijdo preto (Phaseolus vulgaris L.) seguiu o
método proposto por Pereira Jr, De Arruda e Stefani (8), com adaptagdes. Trés
solventes foram utilizados para a extragdo: o primeiro foi agua Milli-Q, o segundo foi
alcool etilico 70% SYNTH P.A.-A.C.S. (P.M. 46,07 g), e o ultimo foi uma mistura de
alcool etilico 70% com agua Milli-Q, na propor¢ao 7:3 (v/v), sendo o pH de ambas as
solucdes ajustado para 2,0 com acido cloridrico (HCl) REATEC P.A.-A.C.S. (P.M.
36,46 g; 1,4 mol.L"). Para a extragdo, foram utilizados 62,5 g de feijdo preto inteiro in
natura em 250 mL de cada solvente extrator, permanecendo por 24 horas em
temperatura ambiente (25°C), na auséncia de luz. Apos esse processo, a solugdo foi
filtrada utilizando um filtro de membrana Whatman™ Nylon, com 25 mm de diametro e
poro de 0,22 mm. Posteriormente, a cor dos extratos foi avaliada.

Avaliacdo espectrofotometrica na regiao do visivel do extrato de feijao preto em
diferentes valores de pH

O espectro de absor¢ao das antocianinas do feijdo preto na regido do visivel foi
avaliado em funcdo da variagdo de pH utilizando diferentes meios tamponantes,
conforme técnica descrita por Liu et al. (9). Os extratos foram adicionados de solucdes
tampdes (pH 3-10), na propor¢ao de 1:1, e armazenadas na auséncia de luz por 30
minutos. Posteriormente, as absorbancias das solucdes foram determinadas utilizando
um espectrofotdmetro UV-vis (modelo UV 1800, Shimadzu, Japdo), na faixa espectral
de 400 a 700 nm.

Analise de cor pela escala Cielab utilizando anélise de imagens digitais
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A andlise colorimétrica dos extratos foi realizada utilizando a metodologia
proposta por Franco et al. (10), com modificagdes. As cores das amostras foram
avaliadas (quatro repeticdes em quatro diferentes regides dos extratos) por meio de
registros fotograficos utilizando um smartphone (Samsung® Galaxy S20-FE,
processador Qualcomm Snapdragon 865 Octa-Core, 128GB, camera traseira lente tripla
com resolucao ultra-angular, ultragrande-angular e teleobjetiva), sendo as coordenadas
L, a* e b* na escala CIELAB determinadas pelo aplicativo colorimétrico Color Lab,
Vilka Studios, versdo 1.2, 2017 disponivel para sistema operacional Android (PLAY
STORE).

As imagens foram capturadas em um ambiente climatizado (25 + 2 °C), e
iluminado com 9 ldmpadas tubulares fluorescentes LED branca (OsRAM T8 18w
6500K) a uma distancia de 80 cm da amostra, tendo como plano de fundo uma folha de
papel sulfite branca tamanho A4. Os extratos foram posicionados a 10 cm da lente da
camera do smartphone para foco da imagem e determinacdo dos atributos
colorimétricos.

A diferenga total de cor zero (AE) foi calculada a partir das coordenadas Lo*, ap*
e bo* dos extratos no tempo zero e em funcdo dos valores das coordenadas
colorimétricas dos extratos apos exposi¢ao a meios tamponantes com diferentes valores
de pH (Equagdo 1).

AE " = \/[(AL Y+ @a" Y+ @b Y] (Eq. D)

Em que: AE* = (L* - L*0); Aa* = (a* - a*0) e Ab* = (b* - b*0).

Analise estatistica

As avaliagdes dos extratos do feijdo preto em relacdo a mudanga de cor foram
realizadas qualitativamente e estatisticamente por analise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de (p<0,05). As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o SAS® Software University (Institute Inc.,
North Carolina, Car, EUA) e os gréficos plotados no OriginPro 2018 (OriginLab
Corporation., Northampton, Massachusetts, EUA). Todas as analises foram realizadas
com 4 repetigdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacio espectrofotometrica na regiao do visivel para o extrato de feijao preto
em diferentes valores de pH

As andlises visuais dos extratos podem ser observadas na Figura 1(a). O extrato
obtido em agua apresentou modificagdes de cor em diferentes faixas de pH. Entre os
valores de pH 3 e 6, verificou-se uma coloragdo avermelhada. A medida que o pH
aumentava, a coloracdo mudou para cinza no pH 7 ¢ 9, e verde no pH 10. Os extratos
obtidos utilizando solventes hidroalcdolicos apresentaram coloracdes similares, mas em
diferentes faixas de pH, exceto no pH 3, onde ambos apresentaram a mesma cor. Para o
extrato obtido utilizando alcool, a cor rosa clara foi apresentada do pH 4 ao 5, mudando
para incolor no pH 6-7. A coloragdo entdo se modificou para verde nos pH 8 ao 10. No
extrato obtido utilizando alcool 70% + agua Milli-Q, a coloracdo rosa clara esteve
presente entre os valores de pH 4-6. Ao aumentar o pH para 7, a cor caracteristica foi
cinza, que se modificou para verde no pH 8, prevalecendo essa cor até o pH 10. Desta
forma, observa-se que ambos solventes promoveram indicagdes de cor similares em
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diferentes faixas de pH. No entanto, o extrato contendo alcool 70% + agua Milli-Q
conseguiu entregar cores mais translucidas, na qual obteve melhor variagdes de cor nas
diferentes solugdes tampdes.

De acordo com Torskangerpoll e Andersen (11), grande parte das antocianinas
presentes em alimentos, como a cianidina e a delfinidina, apresentam maior estabilidade
em condi¢des extremamente acidas, o que segundo Boccalon et al. (12) ¢ representado
pela coloragdo vermelha. Cores similares foram apresentadas no estudo de Nunes,
Jansen e Quinaia (13), no qual foram extraidas antocianinas do feijdo preto em agua,
sendo a coloragdo vermelha apresentada em meio acido (pH 2,2) e a cor verde em meio
alcalino (pH 9,0). Essas alteracdoes de cor ocorrem devido ao aumento do pH pela
adicdo de bases nas solugdes, o que proporciona o desequilibrio quimico das
antocianinas, favorecendo a transferéncia de protons e gerando, nas solugdes, a base
quinoidal neutra que compete com o sistema do hemicetal B, formando a cis-chalcona
(11). Além disso, a mudanga de cor do vermelho/rosa para o incolor pode ocorrer
devido a hidrata¢do do cation flavilio em C-2 para formar uma pseudobase de carbinol
(14). Apesar do extrato obtido em &gua ser menos translicido do que os solventes
hidroalcéolicos as modificacdes e a intensidade das cores observadas potencializam seu
uso como indicador acido-base.

Os espectros na regido do visivel dos extratos sdo apresentados na Figura 1 (b).
Os espectros dos extratos extraidos em agua, alcool 70% e em alcool 70% + agua Milli-
Q (Figura 1 (a), (b) e (c)) apresentaram regides de absor¢do maxima em 520 e 600 nm,
respectivamente, indicando a modificacdo estrutural da antocianina e,
consequentemente, a mudanca de cor. Contudo, apesar dos extratos apresentarem picos
batacromicos em comprimentos de ondas similares, o extrato obtido em alcool 70% +
agua Milli-Q, seguido do extrato obtido somente em 4gua apresentaram picos
batacrdmicos mais proeminentes, apresentando maior intensidade de absorgao.

Resultados similares foram apresentados por Vankar e Dhara Bajpai (15), no
qual a antocianina extraida de flores de rosa mostrou uma mudanca maxima de
comprimento de onda de 517 nm (rosa escuro) para 592 nm (verde) entre a faixa de pH
2 a 9. Assim como os resultados acima, Torskangerpoll e Andersen (11) relataram picos
similares para extratos de feijdo preto obtidos em dgua, verificando um pico intenso em
pH 4cido em 523 nm e, em pH basico (pH 9), a absorbancia maxima foi visualizada em
620 nm.

Os espectros apresentados podem estar associados a formacao do complexo n—n
das antocianinas que possibilita modificagdes das moléculas do ion flavilio,
ocasionando a quebra do cation flavilio que diminui as ligagdes duplas conjungadas
aumentando a intensidade de absor¢ao (efeito hipercromico) e seu comprimento de onda
(deslocamento batocromico), resultando na mudanca das configuragdes da molécula de
antocianina para formar ndo apenas uma espécie em equilibrio, mas duas ou mais, como
a pseudobase carbinol (incolor), quinoidal (azul) e/ou chalcona (amarelo), que quando
inseridas em meio 4cido fraco e basico apresenta hd perda da coloragdo inicial (11, 16),
e a combinag¢ao das cores azul e amarela, durante a conversao estrutural da antocianina,
pode influenciar no aparecimento da cor verde (17).
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Figura 1 - Espectros e registros fotograficos de extratos de antocianinas de feijdo preto obtidos em agua
(a), alcool 70% (b) e alcool 70% + agua Milli-Q (7:3) (¢).
Andlise de cor pela escala Cielab utilizando aplicativo Color Lab
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A Tabela 1 apresenta os valores médios das coordenadas L, a* e b* na escala
Cielab dos extratos submetidos a diferentes solucdes tampdes (pH 3 ao 10). Amostras
mais escuras apresentaram menores valores de L*, uma vez que apresentaram maior
opacidade, o que pode ser visualizado pelos valores em pH 10. Como esperado os
extratos em pH mais baixo apresentaram valores de a* maiores (pH 3), isto porque em
pH extremamente acido ocorre a predominancia do cation flavilio e coloragdo vermelha
(14). A vermelhidao dos extratos se modificou & medida que o pH aumentou,
apresentando valores de a* de 2,22 e 1,46 para extrato alcodlico e 6,31 e 5,56 para
extrato obtido em alcool 70% + agua Milli-Q, respectivamente, no qual corresponde a
hidratacao do cation flavilio (18) e confirma a coloragdo rosa claro entre o pH 5 ¢ 6
apresentado pelos registros fotograficos da Figura 1. Em pH extremamente basico (pH
10) maiores valor de b* foram observados, tanto para o extrato obtido em agua (21, 82),
quanto para alcool (5,07) e alcool 70% + agua Milli-Q (21,19), apesar do valor b* do
extrato obtido em condic¢des alcoolicas ser menor que os outros em pH 10, a coloragdo
verde apresentada por ambos, independente da intensidade, ainda indica, assim como os
outros a modificacdo estrutural do cation flavilio, decorrente da interagdao entre a base
quinoidal e a chacolna na qual deriva o composto de caracteristica verde (17).

Os valores de AE* (diferenca total de cor) apresentados para os extratos obtidos
em 4gua ndo apresentaram diferenca significativa nas diferentes faixas de pH.
Entretanto, os extratos hidroalcoolicos apresentaram diferengas significativas, as quais
respaldam a diferenca total de cor entre as amostras. Apesar do extrato aquoso de
antocianina ndo apresentar diferenca total de cor significativa entre as amostras, os
valores de AE* apresentados em todas as faixas de pH para ambos extratos estudados
indicam que as cores podem ser observadas ao olho nu uma vez que ultrapassam a
escala de pontos determinantes para esta observagdo. Tal relato pode ser confirmado no
estudo de Castro et al. (19), onde valores de AE* acima de 31 pontos forneceram cores
absolutamente diferentes. Tassanawat et al. (20) afirmam que AE* acima de 5 pontos ja
podem apresentar cores diferentes detectadas visualmente, enquanto valores de AE*
acima de 12 pontos apresentam cores absolutamente diferentes.
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Tabela 1 - Andlise Cielab de extratos de antocianinas de feijdo preto por aplicativo Color Lab.

Amostra Solvente pH L a* b* AE*
3 50,37+ 5,15% 28,73 + 1,822 13,60 + 0,61° 59,67 + 3,520
4 55,96 2,16 14,90  0,83° 12,75 + 1,99 59,33+ 1,79
5 56,70 £ 2,47 8,26 + 2,43¢ 11,06 + 2,28 58,45 = 1,58
Agua 6 51,16 = 7,00 9,57 + 1,64¢ 12,04 + 1,07 53,49 + 6,63°
7 58,33 +3,70¢ 0,534 + 0,36% 9,52+1,21° 59,11 + 3,740
8 53,60 = 2,27 23,15 £ 0,25% 12,37 + 2,630 55,132,800
9 55,49 4 5,183 -2,16 = 0,88¢ 13,90 + 1,940 57,29 + 4,920
10 44,71+ 2,17 6,53 +2,74¢ 21,82+ 7,108 50,43 + 5,312
3 72,10+ 1,55° 18,22 + 1,33¢ 3,40 £ 1,05¢ 74,47+ 1,16°
4 73,53 + 3,198 441 £1,17° 1,230,710 73,69 = 3,00¢
Feijio preto 5 74,34 + 4,95 2,22+ 1,21 1,06 = 0,62 74,39 + 4,914
Alcool 70% 6 73,89 £ 5,65 1,46 = 0,79¢ 1,07+ 1,07° 73,92 £ 5,641
7 70,32 % 2,16 -1,28 % 0,01¢ 2,43+0,01° 70,37 + 2,160
8 67,98 = 1,57 3,07+ 1,734 5,47+ 1,76° 68,31 = 1,34
9 63,20+ 1,97° 6,18 % 0,53¢ 4,96 +0,712 63,70 = 1,92°
10 63, 14+ 1,12° 7,50 £ 0,02¢ 5,07+ 0,012 63,79 % 1,11°
3 55,51 % 1,22 35,91 = 1,60° 4,99 £ 1,837 66,34 £ 0,91
4 57,99 + 5,88% 17,34 + 3,520 3,64+ 1,100 60,80 + 4,65%¢
, 5 70,45 2,43 6,31 + 0,49¢ 3,89+ 1,18 70,85 + 2,36
Alcl‘\’fil“z_"g’(; ;‘)g“a 6 70,46 + 0,45° 5,56+ 1,27¢ 3,310,100 70,76 + 0,372
7 63,82 + 2,05 1,51 % 1,09¢ 6,67 + 2,26¢ 64,22 + 2,05
8 53,58 = 1,21¢de 6,28 £0,35¢ 13,60 + 1,130 55,65 + 0,93¢
9 48,16 % 1,50¢ 7,65 £ 0,04¢ 12,24 +0,07° 50,28 = 1,421
10 51,46 + 0,95% -5,69 & 0,07¢ 21,19 +0,20° 55,94 + 0,95%

*Qs valores s@o expressos como média + DP. Médias na mesma coluna com letras distintas diferem significativamente entres si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
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CONCLUSOES

A capacidade de modificagdo de cor dos extratos de feijdo preto,
independentemente do tipo de solvente utilizado, quando submetidos a diferentes
solucdes tampao, demonstrou que ambos os extratos apresentam potencial para serem
utilizados como indicadores de pH. Esses extratos se apresentam como uma alternativa
sustentavel e de baixo custo em comparagdo aos indicadores de pH sintéticos, podendo
ser utilizados como indicadores 4cido-base e tendo potencial para serem empregados
como pigmentos em materiais cujo objetivo principal seja a mudanca de cor conforme o
pH do meio.
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