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RESUMO

No Brasil, o feijdo-caupi € um alimento de grande destaque, sendo também cultivado em mais
de 50 paises. Entretanto, seu beneficiamento é responsavel por gerar residuos (vagem) e
subprodutos (grdos com defeitos leves), que podem ser reaproveitados. O amido, um
carboidrato, encontrado em diversas plantas e leguminosas, tem potencial promissor para a
industria devido a sua biodegradabilidade e atoxicidade. Atualmente, estudos tém explorado o
uso de amido e extratos vegetais para obtencao de microesferas, que melhoram a estabilidade,
entrega de bioativos e valor nutricional das matrizes utilizadas. Dessa forma, o presente estudo
objetivou o aproveitamento do residuo e subproduto do beneficiamento de feijdo-caupi verde
(Vigna unguiculata (L.) Walp.), com foco na extracdo, caracterizacdo e obtencdo de
microesferas de amido+extrato. Para tal, foram utilizados quatro métodos de extracdo amilacea,
selecionando-se 0 amido extraido pelo método de maior rendimento. O amido selecionado foi
caracterizado quanto a sua composicdo centesimal, percentual de amilose aparente e
amilopectina, FT-IR, RMN, DRX, MEV, GPC, TGA e DSC, sendo posteriormente utilizado
para a obtencdo de microesferas do extrato da vagem, através da tecnologia de spray drying. O
extrato foi caracterizado quanto ao seu teor de fendlicos totais, atividade antioxidante,
toxicidade aguda frente a Danio rerio e atividade antimicrobiana. As microesferas, por sua vez,
foram caracterizadas através de analises de cor, FT-IR, DRX, MEV, TGA, DSC, atividade
antioxidante, toxicidade aguda frente a Danio rerio e atividade antimicrobiana. A extracdo
assistida por ultrassom apresentou rendimento de 43,70%, 4,4005 + 0,42% de proteinas, 8,350
+ 0,095% de umidade, 0,188 + 0,11% de cinzas, pH de 6,623 + 0,136 e teores de amilose e
amilopectina de 10,99 + 2,35% e 89,01 + 2,35%, respectivamente. Além disso, provendo um
amido com caracteristicas fisico-quimicas tipicas de carboidratos, elevada pureza, morfologia
preservada, padrdo cristalino tipico de amidos convencionais e estabilidade térmica propicia
para aplicacfes industriais. O extrato, por sua vez, apresentou baixa atividade antioxidante,
0,1344 £ 0,0127 umol trolox/g de amostra, e baixo teor de compostos fenolicos, FT = 48,89 mg
GAE/100 g de amostra, causando também a reducdo da atividade locomotora dos zebrafish.
Entretanto, demonstrou consideravel atividade antimicrobiana frente a S. aureus, com halos de
inibicdo variando de 8,357 £ 1,319 a 12,567 + 0,252 mm. As microesferas utilizando a mistura
amido+extrato apresentaram consideravel atividade antimicrobiana frente a S. aureus, além de
auxiliarem na preservacdo das propriedades do extrato, bem como das caracteristicas
morfoldgicas e fisico-quimicas do amido. Conclui-se que os residuos e subprodutos gerados

pelo beneficiamento do feijdo-caupi verde possuem potencial para serem convertidos em



produtos de maior valor agregado, cooperando para o desenvolvimento de novos produtos e

praticas industriais mais sustentaveis.

Palavras-chave: amido; feijdo-caupi; microesferas; extrato vegetal; spray dryer.



ABSTRACT

In Brazil, cowpea is a highly important food crop and is cultivated in more than 50 countries
worldwide. However, its processing generates residues (pods) and by-products (slightly
defective grains), which can be repurposed. Starch, a carbohydrate found in various plants and
legumes, has promising industrial potential due to its biodegradability and non-toxicity.
Currently, studies have explored the use of starch and plant extracts to produce microspheres,
which enhance stability, bioactive compound delivery, and the nutritional value of the matrices
used. Thus, the present study aimed to valorize residues and by-products from the processing
of green cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.), focusing on the extraction, characterization,
and production of starch—extract microspheres. Four starch extraction methods were evaluated,
and the starch obtained by the highest-yield method was selected. The selected starch was
characterized for proximate composition, apparent amylose and amylopectin content, FT-IR,
NMR, XRD, SEM, GPC, TGA, and DSC, and was subsequently used to produce pod extract
microspheres using spray drying technology. The extract was characterized for total phenolic
content, antioxidant activity, acute toxicity against Danio rerio, and antimicrobial activity. The
microspheres were characterized by color analysis, FT-IR, XRD, SEM, TGA, DSC, antioxidant
activity, acute toxicity against Danio rerio, and antimicrobial activity. Ultrasound-assisted
extraction showed a yield of 43.70%, with 4.4005 + 0.42% protein, 8.350 £+ 0.095% moisture,
0.188 £ 0.11% ash, pH 6.623 + 0.136, and amylose and amylopectin contents of 10.99 + 2.35%
and 89.01 + 2.35%, respectively. The starch exhibited typical physicochemical characteristics
of carbohydrates, high purity, preserved morphology, a crystalline pattern typical of
conventional starches, and thermal stability suitable for industrial applications. The extract
showed low antioxidant activity (0.1344 + 0.0127 umol Trolox/g sample) and low total phenolic
content (TPC = 48.89 mg GAE/100 g sample), and also reduced zebrafish locomotor activity.
However, it demonstrated considerable antimicrobial activity against Staphylococcus aureus,
with inhibition halos ranging from 8.357 + 1.319 to 12.567 + 0.252 mm. The starch—extract
microspheres also exhibited considerable antimicrobial activity against S. aureus, in addition
to helping preserve the extract’s properties and the morphological and physicochemical
characteristics of the starch. It can be concluded that the residues and by-products generated
from green cowpea processing have potential to be converted into higher value-added products,

contributing to the development of new products and more sustainable industrial practices.

Keywords: starch; cowpea; microspheres; plant extract; spray dryer.
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1 INTRODUCAO

No cenério atual, 0 aumento populacional e a expansao da industrializacdo s&o 0s
principais impulsionadores da grande quantidade de residuos produzidos pelas inddstrias
alimenticia e agricola (Ravindran et al., 2021). Segundo a FAO (Organizacdo das NacOes
Unidas para Alimentacdo e Agricultura), anualmente cerca de 25% a 33% dos alimentos
produzidos para consumo sdo perdidos ou jogados fora. Essa porcentagem equivale a 1.300
bilhdes de toneladas de alimentos, sendo compostos por raizes, frutas, vegetais e sementes
oleaginosas (40% a 50%), peixes (35%), graos (30%), carnes e laticinios (20%) (FAO, 2021).

Dentre as cerca de 13 mil espécies de leguminosas, somente 12 sdo amplamente
utilizadas em sua forma de grdo e como alimento. No Brasil, o feijdo comum (Phaseolus
vulgaris) e o feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) destacam-se por serem as duas
espécies mais cultivadas (Braga, 2020). O feijdo-caupi é cultivado em mais de 50 paises
distribuidos entre os continentes africano, asiatico e as regides da América Central e do Sul,
situando o Brasil como o terceiro maior produtor global desse grdo (Rocha, 2021).

No mercado brasileiro, o feijdo-caupi é comercializado de diversas formas,
incluindo sementes para plantio, grdos secos, vagens verdes e grdos verdes, que possuem
potencial para producdo de enlatados e congelados, farinha, além de vagens para salada (Rocha,
2021). Durante a safra 2022/23, a regido Nordeste produziu aproximadamente 564,8 mil
toneladas de feijao-caupi, representando 76% da producao total do pais, sobressaindo-se entre
as leguminosas mais populares, sendo comumente apreciado tanto em sua versao verde quanto
em sua versdo seca. Em se tratando de area plantada, o Ceara destaca-se ao possuir 358 mil
hectares, sendo considerada a maior area de plantacao do nordeste (CONAB, 2022). Entretanto,
sua producdo em grande escala implica na geracdo de grandes quantidades de residuos
provenientes do beneficiamento/processamento do grdo, que poderiam ser utilizados para a
obtenc&o de outros bioprodutos de alto valor agregado.

O processamento do feijdo-caupi verde visa transformar as vagens frescas em
produtos seguros, nutritivos e de alta qualidade para o consumo. Com esse proposito, 0
processamento inclui diversas etapas, como selecdo, classificacdo, lavagem, corte,
branqueamento, resfriamento e embalagem. Dentre estas, a etapa de classificacdo é responsavel
por separar 0s graos que possuem boa qualidade dos grdos que apresentam algum defeito,
dividindo estes em dois grupos. Os grdos que possuem defeitos graves (grdos com presenca de

matérias estranhas e/ou impurezas, mofados, ardidos, germinados, carunchados e atacados por
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lagarta das vagens) ndo podem ser utilizados e sdo considerados residuos, ja 0s que possuem
defeitos leves (grdos danificados, amassados imaturos, quebrados e partidos) podem ser
reaproveitados como subprodutos (Viana, 2021).

Apesar de apresentar danos estruturais, esse subproduto tem grande importancia
pelo alto valor nutricional, possuindo em sua composicdo cerca de 68,2% de carboidratos,
26,7% de proteinas, 10,6% de fibra alimentar, 6,9% de acucares totais, 3,5% de cinzas e 1,43%
de lipidios, em base seca (Gupta et al., 2019). Considerando-se o teor proteico, € observado sua
grande relevancia tanto em qualidade quanto em quantidade de matéria que pode ser extraida.
Contudo, também é observado que o teor de carboidratos corresponde ao maior percentual de
macronutrientes, e que ainda € pouco estudado (Gomes et al., 2021) visando seu
aproveitamento.

O amido pode ser encontrado em diferentes espécies de plantas, sendo um
carboidrato essencial que apresenta caracteristicas funcionais diversas, podendo ser aplicado
desde a industria farmacéutica até a industria de alimentos (Germani, 2021). Por ser um
polissacarideo encontrado em grande quantidade e possuir atributos tais como a
biodegradabilidade, atoxicidade, ser oriundo de fontes renovaveis, alem de poder ser extraido
com alto grau de pureza e ser modificado através de métodos quimicos e bioquimicos, tais
fatores tornam o amido uma opc¢éo de grande potencial e importancia para a industria (Ferreira;
Almeida, 2022).

A procura por novas fontes de amido para suas diversas utilizacGes na indUstria tem
estimulado pesquisas que utilizam novas matérias-primas, como o subproduto gerado por meio
do beneficiamento do feijao-caupi verde. Um exemplo € a utilizacdo do amido como agente de
parede para microencapsulacdo de extratos vegetais. Yue et al. (2020) avaliaram a utilizacao
de amido com alto teor de amilose na microencapsulacédo de d6leo funcional e observaram que
ocorreu uma melhora significativa na estabilidade da microesfera, bem como na do 6leo,
apresentando uma menor taxa de oxidacao lipidica da microesfera durante o armazenamento e
um excelente resultado para os testes de liberacdo controlada.

As vagens do feijdo-caupi sdo consideradas biomassas lignocelulésicas que nédo
possuem amido em sua composic¢do, contendo celulose, hemicelulose e polifendis, cujo teor
aumenta com a maturidade da planta. Residuos agricolas que possuem esses compostos
bioativos, demonstram grande potencial para a industria alimenticia, principalmente para
producdo de extratos contendo moléculas biologicamente ativas e de interesse. No entanto, o

aproveitamento completo dessas matérias-primas renovaveis e de baixo custo para a produgao
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de compostos bioativos ainda apresenta poucos estudos, necessitando de maior conhecimento
cientifico (Avanza et al., 2021).

A formacéo de microesferas permite que 0s compostos presentes nos extratos sejam
entregues de maneira mais eficaz em produtos finais, como suplementos nutricionais,
cosméticos anti-envelhecimento e alimentos funcionais. Além disso, a microesfera ndo so6
protege o composto durante o processamento, como também reduz a quantidade necessaria para
demonstrar o efeito desejado e torna possivel a liberacdo controlada do composto, aumentando
0 tempo de acdo de sua propriedade (Calderdn-Oliver; Ponce-Alquicira, 2022; Choudhury;
Meghwal; Das, 2021).

Em suma, as microesferas de extrato da vagem e amido obtido por meio do
aproveitamento do subproduto do feijdo-caupi representam uma abordagem tecnoldgica
avancada para maximizar o aproveitamento dos compostos bioativos presentes nesses recursos
vegetais, oferecendo beneficios significativos tanto para a industria quanto para 0s
consumidores.

Tendo em vista as informacgdes apresentadas, realizou-se uma ampla busca nas
principais bases de dados cientificas, incluindo periddicos da CAPES, Scopus, Web of Science,
SCieLO e PubMed, com o intuito de identificacdo de estudos relacionados a microesferas
contendo o extrato da vagem de feijdo-caupi verde e o amido obtido do subproduto do mesmo
feijdo. Entretanto, ndo foram encontradas pesquisas ou artigos anteriores que tratem
especificamente sobre esse tema. Dessa forma, a auséncia de registros sugere que o presente
estudo é pioneiro, ressaltando sua importancia e originalidade bem como sua contribuigéo

significativa para o avanco do conhecimento cientifico sobre tal assunto.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar a extracdo e caracterizacdo da parte amildcea contida no subproduto
industrial do beneficiamento do feijdo-caupi verde e aplicar na formagdo de microesferas de

extrato obtido do residuo (vagens) do feijdo, realizando suas respectivas caracterizagdes.

2.2 Objetivos especificos

- Extrair e avaliar o rendimento por meio de diferentes métodos de obtencéo da fracdo amilacea
contida no subproduto do beneficiamento do feijdo-caupi verde;

- Caracterizar o amido selecionado através de analises de teor de proteinas, umidade, cinzas,
pH, cor, amilose aparente, amilopectina, espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR), ressonancia magnética nuclear (RMN), difracdo de raios-X (DRX),
microscopia eletrénica de varredura (MEV), cromatografia de permeacdo em gel (GPC), analise
termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC);

- Obter o extrato hidroalcodlico a partir do residuo (vagem) do beneficiamento do feijao-caupi
verde e realizar a sua caracterizacdo por meio das andlises de determinacdo de fendlicos totais,
atividade antioxidante, toxicidade e atividade antimicrobiana frente a bactérias gram-positivas
e gram-negativas;

- Obter microesferas contendo o amido extraido e o extrato proveniente da vagem do feijao-
caupi verde e realizar sua caracterizagdo através de analises de cor, espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), difracdo de raios-X (DRX), microscopia
eletronica de varredura (MEV), analise termogravimétrica (TGA), calorimetria exploratoria
diferencial (DSC), atividade antioxidante, toxicidade aguda frente a Danio rerio e atividade

antimicrobiana frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Residuos agroindustriais

A indGstria de alimentos, bem como a agroindulstria, sdo responsaveis pela
producdo em grande escala de residuos solidos e liquidos, criando um desafio significativo em
relacdo ao tratamento adequado e ao potencial impacto ambiental. No entanto, com a
consciéncia ecologica adquirida ao longo dos anos, os residuos provenientes desses setores
passaram a ser valorizados como subprodutos de grande importancia, deixando de ser
descartados em aterros sanitarios ou utilizados como racdo animal/adubo, uma vez que
passaram a ser reconhecidos como elementos ricos em biomassa e nutrientes (Guedes et al.,
2021).

Conforme estipulado pela Lei brasileira federal n°® 12.305, de 2 de agosto de 2010,
os residuos sdo definidos como quaisquer materiais, substancias, objetos ou bens descartados
resultantes das atividades humanas na sociedade, podendo se apresentar na forma sdlida,
semissolida, liquida ou gasosa e sua adequada gestdo visa a reducdo dos impactos negativos
causados a saude humana e ao meio ambiente. Dessa forma, 0 manejo apropriado dos residuos
industriais € uma responsabilidade compartilhada que abrange desde os produtores até o
consumidor final (Souza et al., 2021).

Atualmente, a agroindUstria tem aumentado seus investimentos na capacidade de
processamento, 0 que resulta na producdo de grandes quantidades de subprodutos (Gaete;
Teodoro; Martinazo, 2020). Empresas que lidam com diferentes tipos de biomassa produzem
subprodutos que possuem caracteristicas especificas, variando em quantidade, forma e
composicgdo. Por conseguinte, a utilizagdo da biotecnologia e de processos bioldgicos oferecem
opcOes significativas para aproveitar de forma eficaz esses residuos biodegradaveis como
matéria-prima em novos procedimentos e produtos (Woiciechowski et al., 2020). Salienta-se
ainda, que os residuos agroindustriais possuem grande potencial nutritivo, contendo
carboidratos, proteinas e lipidios em sua composicdo (Costa, 2020).

A atividade agropecuaria, vem desempenhando um papel essencial para a economia
ao gerar alimentos, fibras e bioenergia, sendo responsavel também por matérias-primas que nos
dias atuais s@o destinadas a producdo de bioprodutos e bioinsumos. Esses avancos foram
viabilizados pelo progresso cientifico e tecnoldgico, o qual possibilitou a criacdo de diferentes
técnicas para a obtencdo de novas biomassas, com a utilizacdo de culturas e residuos de forma
eficiente (Silvio, 2020).
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O descarte indesejado de frutas, por exemplo, pode ser mitigado através da
producédo de farinha utilizando-se residuos gerados na producéo de polpas. Esta farinha pode
ser empregada para enriquecer o valor nutricional de produtos carneos, lacteos e de panificacéo,
além de substituir a farinha de trigo em determinadas circunstancias (Ansiliero et al., 2020).
Estudos realizadas por Oliveira, Oliveira e Mendes (2021), avaliando-se as propriedades fisico-
quimicas e a composi¢do nutricional da farinha proveniente da casca de abacaxi, verificaram
que o subproduto apresentou elevados teores de fibras e minerais (como por exemplo célcio e
magnésio), podendo ser utilizado para suplementacéo alimentar.

As fibras contidas nos residuos derivados do processamento da cenoura, por sua
vez, tém sido reconhecidas como uma fonte de ingredientes considerados naturais e funcionais,
com potencial aplicacdo para o enriquecimento de produtos isentos de gluten, resultando em
um aumento no teor total de fibras alimentares e contribuindo para a otimizacdo dos atributos

sensoriais e fisicos (Damiani et al., 2020; Gheno et al., 2022).

3.2 Feijao-caupi verde (Vigna unguiculata (L.) Walp.)

Feijdo € o termo geral utilizado para designar uma ampla variedade de plantas
pertencentes a familia das leguminosas (Fabaceae), que se destacam pela presenca do fruto do
tipo legume. Apesar de receberem essa designacao, nem todas as plantas que fazem parte dessa
familia pertencem a mesma espécie (Ferreira et al., 2021). No Brasil, as espécies cultivadas
consideradas como feijdo pela legislacdo sdo o Phaseolus vulgaris (feijdo carioca, feijao preto
ou feijdo especial), o Vigna unguiculata (feijdo-caupi, vigna, feijdo-da-col6nia, feijao-da-
estrada ou feijdo-de-corda) e o Cajanus cajan (feijdo-guandu, andu ou ervilha-de-pombo),

conforme a Figura 1 (Barros, 2019; Dantas et al., 2021).

Figura 1 - Espécies cultivadas consideradas como feijdo pela legislacdo brasileira.

Vigna unguiculata Cajanus cajan
n ' Y

Fonte: Assef (2022)


https://www.embrapa.br/busca-de-imagens/-/midia/todos?p_auth=j7TlrYaP&_buscamidia_WAR_pcebusca6_1portlet_autoriaNome=fernandes-luciana
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Encontrado principalmente nas regides da Asia, Africa e América Latina, o feijao-
caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), também denominado por feijdo-de-corda, feijdo-
macassar, dentre outras nomenclaturas, € uma das fontes alimenticias mais antigas para os seres
humanos, sendo cultivado provavelmente desde a era neolitica (Abreu, 2018; Avanza et al.,
2021).

O cultivo do feijao-caupi foi inserido, no Brasil, aproximadamente na ultima
metade do século XVI, quando os colonizadores portugueses trouxeram essa leguminosa para
0 estado da Bahia (Silva et al., 2018). Essa cultura tornou-se socioeconomicamente significativa
devido a sua rica composic¢ao nutricional atrelada a sua capacidade fomentadora de empregos,
sendo uma importante fonte de renda para os agricultores. Ainda, sua adaptabilidade ao clima
semiarido lhe confere destaque em relacdo a outras espécies de feijdo cultivadas na regido
nordeste (Nogueira et al., 2019; Freitas, 2021).

Sendo uma cultura que possui uma ampla diversidade genética, o feijdo-caupi
apresenta diferencas em relacdo as caracteristicas morfoldgicas dos gréos, possibilitando varios
nichos de comercializacao (Silva et al., 2022). Aspectos como suas dimensdes, tonalidades,
caracteristicas sensoriais, qualidades tecnolégicas e nutricionais, dentre outros fatores, sdo
determinantes para a valorizacdo do produto, tanto em niveis de mercado nacional quanto
internacional. Em diferentes regides ou estados, existe uma certa preferéncia por grdos que
apresentem caracteristicas especificas. Devido a isso, a etapa de selecdo, € essencial para
atender as demandas do mercado (Ferreira et al., 2021).

Em se tratando do feijao-caupi verde, as etapas de producdo, processamento e
comercializacdo ainda ndo possuem regulamentacdo. Dessa forma, para que seja classificado
como verde, o feijdo deve ter suas vagens colhidas em seu estagio de maturidade, ou seja, um
pouco antes ou depois do momento em que param de acumular fotossintatos e iniciam seu
processo natural de desidratacdo. Nesse momento os graos apresentam aproximadamente 60 %
de umidade e as vagens podem ser colhidas e destinadas ao consumo imediato ou serem
comercializadas (Freire Filho; Rocha, 2021).

Constituidos por proteinas e carboidratos, além de possuir aminoacidos essenciais,
0s gréos verdes possuem grandes quantidades de amido, que apresenta digestibilidade lenta se
comparado com os amidos encontrados em tubérculos e cereais, propiciando um menor impacto
na concentracdo de glicose sanguinea. Ademais, o feijao-caupi € também uma oOtima fonte de

vitaminas do complexo B e possui quantidades consideraveis de lisina, tornando-o propicio
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para a producédo de produtos com excelente complementagdo de amino&cidos, elevando o seu
valor nutritivo (Diniz et al., 2024; Oliveira et al., 2021).

Os gréos verdes de feijdo-caupi integram um mercado extremamente promissor,
emergindo como uma opcao vantajosa de renda para 0s pequenos produtores rurais (Oliveira,
2020), apresentando grandes possibilidades tanto para o aumento do consumo quanto para o
processamento industrial (Sobrinho et al., 2022). Sua comercializagdo ocorre de forma a granel
ou sob embalagens pléasticas e a qualidade do gréo é fator essencial neste processo, onde o
mesmo ndo deve possuir impurezas e deve exibir caracteristicas visuais agradaveis ao
consumidor (Rocha, 2021).

Segundo parametros estabelecidos pela Instrucdo Normativa n® 12, de 28 de marco
de 2008 (Brasil, 2008), a etapa de sele¢do se faz extremamente relevante, uma vez que 0s graos
que apresentam caracteristicas indesejaveis, tais como tamanho irregular, coloracéo atipica,
gréos amassados, danificados (quebrados ou partidos), entre outros, sdo descartados, tendo
como consequéncia a geracao de uma grande quantidade de residuos.

Os grdos que séo identificados como fora do padrdo, mesmo sendo descartados,
ainda se apresentam sadios em sua grande maioria e possuem boa qualidade. Diante disso, 0s
subprodutos (graos com defeitos leves) do processamento de feijao-caupi verde demonstram
grande potencial para serem utilizados, visto que essa matéria-prima apresenta elevado valor

nutricional, sendo rica em amido de alta qualidade (Abebe; Alemayehu, 2022).

3.3 Amido

O amido é considerado vital e indispensavel para a alimentacdo, sendo uma das
principais fontes de carboidratos das plantas, destacando-se como um dos polimeros naturais
mais prevalentes. Este polimero biodegradavel, amplamente utilizado por diversas plantas
como reserva de energia, € encontrado em varias fontes vegetais, como os gréos, legumes e
tubérculos. Além disso, € o segundo material de biomassa mais comum na natureza (Domingos
et al., 2020).

Sendo um polimero macromolecular, o amido desempenha um papel crucial com
uma variedade de morfologias, estruturas e propriedades, todas determinantes para sua
aplicabilidade, gerando interesse por parte das industrias em descobrir novas fontes com
propriedades inéditas e distintas (Guo, 2018). Entender tal estrutura bem, como a sua

composi¢do, é imprescindivel, uma vez que a propor¢do entre as cadeias de amilose e
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amilopectina contidas neste polimero afetam as dimensdes, a organizacao da estrutura granular
e a funcionalidade do amido (Bello-Perez et al., 2019).

Diversas industrias utilizam o amido tendo em vista suas caracteristicas benéficas
aos processos (Farias, 2022). Porém, a industria de alimentos se sobressai devido ao grande
leque de aplicacBes desta matéria-prima, que se estende desde sua utilizagdo como agente
espessante e agente estabilizante, resultando em um alimento com melhor textura, entre diversas
outras aplicacdes (Pires, 2021).

As diferentes fontes de amido, bem como suas caracteristicas, diferenciam-se de
acordo com uma série de fatores como o clima e a localizagdo de onde sdo oriundas, bem como
as tradicdes destes locais (Cesar et al., 2021). Mundialmente, os amidos mais comercializados
sdo provenientes principalmente do milho, seguido por batata, trigo, mandioca e batata doce
(Farias, 2022).

Os estudos em torno do amido encontrado em leguminosas ndo sdo tdo visados
guando comparados aos estudos de amidos advindos de fontes como os cereais e 0s tubérculos.
Isso resulta em uma escassez de informagGes acerca dos métodos de extracdo apropriados,
estrutura molecular detalhada e rendimento do amido de feijdo, por exemplo. Porém, o nimero
de pesquisas sobre estas fontes tém sofrido um aumento significativo por diferentes motivos,
desde sustentabilidade, reaproveitamentos de subprodutos ou até mesmo por costumes culturais
(Tagliapietra et al., 2021).

Dessa forma, é de extrema importancia que os amidos provenientes das
leguminosas sejam estudados e descritos com maior precisdo a fim de possibilitar o
desenvolvimento de novas aplicacdes, visando principalmente a inddstria alimenticia (Dereje,
2021).

3.3.1 Amilose e amilopectina

O amido tem seus granulos formados tipicamente por dois tipos distintos de
polissacarideos, sendo eles a amilose e a amilopectina (Fuentes et al., 2019). Essas moléculas
podem ter sua proporg¢do variada no granulo de acordo com a origem e grau de maturagdo da
espécie botanica, podendo acarretar em diferencas nas caracteristicas das suspensdes de amido
(Laranjeira, 2021).

A estrutura da amilose possui forma linear e é composta por unidades de

anidroglicose que estio principalmente unidas por meio de ligacdes glicosidicas do tipo a-
g q % p p gacoes g P
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D-(1-4) (Figura 1a). Sua massa molecular pode sofrer variagio na ordem de 10° a 10° g/mol

de acordo com 0 método extrativo e a origem do amido, possuindo alto grau de polimerizacéo,
tornando-se, dessa forma, maior que a maioria dos polimeros habituais (Ferreira; Almeida,
2022).

De acordo com Loureiro et al. (2019), devido a sua estrutura linear, a amilose tende
a formar estruturas helicoidais, favorecendo a formacdo de complexos com diferentes
moléculas, como o iodo, que é usado para identificar a presenca de amido em experimentos
laboratoriais. Embora a amilose possa ocasionalmente exibir ramificagdes, estas sdo muito
menos comuns se comparadas a amilopectina.

A amilopectina é considerada uma molécula grande se comparada a amilose,
possuindo peso molecular na faixa de 107 a 10° g/mol. Sua estrutura contém diversas fracoes
de a-D-glicose com ligagdes a(1-4) (Figura 1b), que estdo conectadas umas as outras através
de ligagdes a(1-6), totalizando aproximadamente 5% das ligacdes glicosidicas (Haq et al., 2019;
Los, 2019).

Figura 2 - Estruturas quimicas da amilose (a) e amilopectina (b).
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Fonte: Coultate (1984).
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A estrutura da amilopectina apresenta um alto nivel de complexidade devido as suas
ramificagdes, sendo frequentemente descrita por meio do modelo de "clusters”. De acordo com
essa representacdo, a amilopectina é composta por uma cadeia principal "C" contendo um
terminal redutor, além de varias cadeias ramificadas designadas como "A" e "B". Enquanto as
cadeias "B", que s&o internas e ramificadas, possuem aproximadamente 40 unidades de glicose,
as cadeias "A", externas e cristalinas, ndo possuem ramificag0es e contém cerca de 15 unidades
de glicose. Estas cadeias organizam-se em hélices duplas que se combinam para formar
estruturas cristalinas. Esses cristais agrupam-se em clusters que podem se organizar em arranjos

monoclinicos ou hexagonais (Teixeira, 2022).

Figura 3 - Estrutura da amilopectina e suas cadeias.
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Fonte: Adaptado de Teixeira (2022).

3.3.2 Gelatinizacéo e retrogradacao

Quando nao danificados, os granulos de amido apresentam-se insollveis em agua,
podendo, entretanto, absorvé-la de forma reversivel. Dessa forma, o granulo pode sofrer
inchamento e ao secar voltar ao seu tamanho normal (Borba et al., 2021).

O processo de gelatinizacdo por sua vez ocorre quando os granulos de amido
absorvem agua e incham ao serem submetidos a altas temperaturas em meio aquoso, resultando

na ruptura das estruturas cristalinas e na formacéo de um gel elastico e opaco. Isso ocorre devido
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a quebra das ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de amilose e amilopectina, levando a
liberacdo das cadeias polissacaridicas e a formacéo de uma rede gelatinizada, tornando o amido
mais suscetivel a acdo de enzimas digestivas (Alvarez-Ramirez et al., 2019; Bashir; Aggarwal,
2019; Liu et al., 2019). Além disso, a temperatura necessaria para 0Correr esse processo esta
diretamente associada a propriedade cristalina da estrutura do amido (Wang et al., 2023).

Quando seu aquecimento ocorre de forma continua e na presenca de agua em
excesso, o0 granulo sofre inchamento, promovendo o processo de lixiviacdo da amilose e de
outros compostos que séo soluveis, para 0 meio aquoso. O processo é entdo finalizado quando
cessadas todas as alteracOes e tém-se a formacdo do gel (Damodaran; Parkin, 2019; Agama-
Acevedo; Flores-Silva; Bello-Perez, 2019; BeMiller, 2019a).

Com o inicio do processo de resfriamento do gel de amido, as moléculas de amilose
e amilopectina se reorganizam e dao origem a estruturas que podem ser diferentes das originais.
Esse processo é conhecido como retrogradacao e ocorre devido ao amido gelatinizado ndo estar
em equilibrio termodindmico. Esse fendmeno é comumente observado em amidos nativos e
seguido da liberacdo de agua, conhecida como sinérese (Ai; Jane, 2018; BeMiller, 2019b;
Schmiele; Sampaio; Clerici, 2019).

O processo de retrogradacdo é complexo e tem grande incidéncia principalmente
em amidos com altos teores de amilose, tendo como catalisador ciclos de congelamento-
descongelamento realizados repetidamente. Este processo pode ser explicado como a
reorganizacao parcial das ligacdes rompidas, ocasionando alteracbes que podem ser desejaveis
ou ndo. Dentre estas alteracfes, a ocorrida na textura é a mais observada, uma vez que influencia
diretamente na digestibilidade dos alimentos e em sua aceitacdo pelo consumidor, sendo
considerada um processo vantajoso para sobremesas de consisténcia cremosa ou gelatinosa,

porém indesejavel para a maioria dos alimentos (Romko, 2024).

3.4 Metodos de extracdo de amido

O amido pode ser extraido utilizando-se diferentes metodologias, que podem variar
de acordo com sua origem e a finalidade de aplicagéo desejada. Usualmente o material analisado
passa por uma série de processos que incluem a moagem na presenca de solucéo aquosa neutra,
alcalina e/ou acida, em seguida ocorre a separacdo das fibras, suspensdo, centrifugacéo,

purificacdo e desidratagdo em temperaturas inferiores a 50°C (Farias, 2022).



32

A extracdo em meio neutro se destaca por ser a mais utilizada. Esse processo
envolve a maceracdo do material seguido por trituracdo em agua, peneiramento e posterior
centrifugacdo, tendo como produto final o amido nativo (Brito, 2019). No entanto, ao utilizar
agua como solvente, é possivel obter granulos com elevada concentracao de proteinas e lipidios
(Pires et al., 2021)

Dentre as diversas metodologias existentes, é evidenciado por meio de varios
estudos que a presenca de metabissulfito de sodio em pequenas concentracdes, na dgua utilizada
para extracdo, acarreta na inibicdo do escurecimento enzimatico da amilose. Tal aplicacao é
vantajosa pois o metabissulfito é descartado da pasta de amido nativo, garantindo que o amido
ndo contenha residuos indesejados que possam afetar sua qualidade ou seguranca (Castro,
2019).

A extracdo alcalina ocorre habitualmente com a utilizagéo de solucédo de hidroxido
de sddio (NaOH). Tal método tem sido descrito por sua eficacia para o isolamento de amido,
destacando-se entre as demais metodologias por exibir elevado rendimento de extracéo e baixos
niveis de residuos protéicos. Entretanto, no decorrer do processo, o granulo de amido passa por
uma série de mudancas em suas caracteristicas fisico-quimicas e microestruturais. Dependendo
do tipo de reagente, sua concentragdo utilizada, bem como o tempo e o tipo de amido, essas
alteracdes podem variar, afetando suas propriedades (Farias, 2022).

A extracdo assistida por ultrassom, por sua vez, utiliza cavitacdo, gerando ciclos de
compressao e expansdo que rompem células e liberam seu contedo, mantendo a temperatura
estavel para preservar os nutrientes. Esta técnica oferece vantagens como, menor custo, maior
rendimento, menor quantidade necessaria de reagentes quimicos e energia, e redu¢do do tempo
de processamento. Ainda, estudos mostram que a extracdo assistida por ultrassom proporciona

melhor qualidade do composto extraido (Rocha, 2020; Wen et al., 2019).

3.5 Fontes ndo convencionais de amido

Os amidos ndo convencionais referem-se aos tipos de amido encontrados em fontes
vegetais menos comuns, muitas vezes pouco exploradas pela industria ou ainda desconhecidas.
O crescimento das pesquisas relacionadas a estes tipos de amidos aliados ao aumento da
demanda por alimentos com menor indice glicémico tem impulsionado a busca por fontes ndo
convencionais. Dentre estas, pode-se citar as frutas, rizomas, cereais, pseudo cereais e legumes
(Laranjeira, 2021; Makroo et al., 2021; Zhu, 2020).
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Souza (2019) analisou 0 amido presente na améndoa da manga (Mangifera indica
L.) e observou que suas caracteristicas o tornam apto para o uso em alimentos ou como matéria-
prima. Seus granulos apresentam propriedades como a geracdo de um gel mesmo em baixa
temperatura, capacidade de retencao de liquido, além de possuir boa cristalinidade para o uso
em fritura.

Estudos analisando lentilhas australianas, identificaram elevados teores de amido
com alto grau de pureza, sendo produzido atravées de sua farinha, tendo potencial para utilizagédo
como componente funcional para producéo de alimentos a base de cereais (Makroo et al., 2021).
O amido proveniente do fruto da banana, também demonstrou qualidades promissoras para
aplicagdo industrial, apresentando altos teores de amilose, viscosidade e amido resistente
(Takeiti et al., 2020).

Por outro lado, Barros e colaboradores (2021), observaram as caracteristicas
apresentadas pelo amido extraido do Aria (Goeppertia allouia), um tubérculo de origem
amazonica, e estas possuiram carater mediano ao serem comparadas as encontradas na batata,
por exemplo. O autor explica que essa diferenca acontece devido ao teor de amilose presente,
fazendo com que o amido apresente caracteristicas fisico-quimicas diferentes, como menor
retencao de liquido e menor transparéncia apés a formacao de gel.

Diante do exposto, para garantir que o processo de extracdo do amido alcance os
resultados desejados, é fundamental empregar técnicas e procedimentos adequados, 0s quais
desempenham um papel crucial na obtengédo do produto desejado. Em consequéncia, tem havido
um aumento na pesquisa de métodos extrativos de amido que exploram novas fontes, buscando

compreender as diferencas apresentadas por cada uma (Silva et al., 2023).

3.6 Aplicacbes do amido

Os amidos tém uma ampla gama de aplicacdes, compreendendo desde a industria
de producédo de plésticos até a industria de alimentos (Miranda et al., 2019). Segundo Silva
(2022) isso ocorre devido ao seu baixo custo, atrelado a sua alta disponibilidade. Ainda, a
modificacdo e mistura do amido com outras substancias vem sendo bastante implementada pela
industria de produtos plasticos. Ao adotar essa metodologia, seu processamento é facilitado e a
depender do plastificante utilizado para a mistura, € possivel se obter um amido termoplastico,

com caracteristicas versateis.
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J& na industria de alimentos os amidos sdao empregados para modificar de forma
desejada diversas caracteristicas sensoriais sendo capazes de auxiliar também no aumento da
vida de prateleira. Dentre suas aplicacdes tem-se o poder de conferir textura lisa e crocante,
reter ou causar a inibicdo da umidade, estabilizar emulsbes, dentre outras (Agama-Acevedo;
Flores-Silva; Bello-Perez, 2019).

De acordo com Miguel (2023), para a producéo de filmes utilizando amido deve-se
considerar fatores tais como a quantidade de amilopectina/amilose, origem do amido, grau de
cristalinidade, as interagfes que podem ocorrer entre 0 amido e os plastificantes, bem como o
método de processamento do filme. Tal producdo é geralmente aliada a adicdo de outros
polimeros biodegradaveis visando a obtencdo de melhores propriedades.

Ao ser empregado como revestimento em microesferas, 0 amido viabiliza a criagio
de camadas ou peliculas translicidas sobre a superficie do nucleo, resultando em um
encapsulamento eficaz. Além disso, o amido também ira proporcionar melhorias nas
caracteristicas fisico-quimicas das amostras encapsuladas, podendo ser desde o aumento da
estabilidade térmica, até a sua liberacdo controlada. Esta liberacdo lenta fara com que o efeito
antimicrobiano e/ou de compostos funcionais sejam mais eficazes, uma vez que irdo agir por
mais tempo, por exemplo (Zhao et al., 2023).

Ainda que o amido possua diversas funcdes na industria de alimentos, pode-se
aumentar ainda mais essa diversidade ao modificar sua estrutura através de métodos quimicos,
fisicos ou enzimaticos. Ao realizar essa alteracdo por meio quimico, um grupo funcional
especifico sera adicionado em sua estrutura, dessa forma conferindo uma caracteristica
funcional, melhorando aspectos como sua capacidade de gelatinizacdo ou a sua tendéncia a
retrogradacdo (Ai; Jane, 2018; Amaraweera et al., 2021; Punia, 2020).

Estudos mostram que amidos modificados pelo método quimico normalmente sdo
utilizados como agentes quelantes ou crioprotetores, modificadores de sabor e coloragéo e, por
fim, até mesmo como substrato em reacGes de fermentacdo. Visto isso, os amidos destinados a
produtos alimenticios podem ser modificados com intuito de melhorar propriedades como sua

densidade de pasta ou sua resisténcia a temperaturas (Chen; Kaur; Singh, 2018).

3.7 Atividades bioldgicas do amido

O amido desempenha um papel essencial na nutricdo humana ao fornecer a energia

metabolica necessaria para que o corpo realize suas diversas fungbes. Do ponto de vista
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nutricional, de acordo com sua velocidade e extensdo de digestdo o amido pode ser classificado
em amido de digestdo réapida, de digestdo lenta ou resistente. Durante o processamento de
alimentos ricos em amido, essas moléculas passam por varias transformacoes fisicas, resultando
na formacao de amido resistente, que por sua vez apresenta importantes propriedades funcionais
(Emeje, 2020).

O amido resistente (AR) € uma porcao do amido que ndo é digerido no intestino
delgado, sendo fermentado no célon pelas bactérias intestinais. Este pode ser dividido em cinco
tipos: AR1 (amido fisicamente inacessivel), AR2 (amido granular nativo), AR3 (amido
retrogradado), AR4 (amido quimicamente modificado) e AR5 (complexo amilose-lipidio)
(Ferronatto; Rossi; Cappellari, 2020), e possui propriedades tais como, a reducdo do risco de
doencas como diabetes, obesidade e dislipidemia, diminuicdo da esteatose hepética, aumento
da saciedade e auxilio na perda de peso. Ainda, outros beneficios incluem o melhoramento da
frequéncia fecal, prevencdo de constipacdo, reducao de mutacfes genéticas, diminuicdo do pH
do cdlon, entre outros (Holland, 2022).

Durante a fermentacdo do AR por meio das bifidobactérias, acidos graxos volateis
(AGV) como, o &cido acético, butirico e propidnico e gases como metano, diéxido de carbono
e hidrogénio, sdo formados no cdlon. Entre esses, o acido butirico tem despertado crescente
interesse, por possuir propriedades protetoras contra o cancer colorretal, sendo também
empregado como fonte energética para os colondcitos, exercendo influéncia na apoptose dessas
células, auxiliando também na prevencdo e tratamento de estagios avancados do cancer
(Ranieri; Delani, 2014).

Estudo realizados por Zuo e colaboradores (2022), analisando os efeitos do amido
resistente de feijdo sobre ratos com pancreatite aguda induzida por hiperlipidemia (HLAP),
evidenciaram que o AR atuou na reducdo do contetdo lipidico sérico, causou a melhora do
edema pancreatico e do dano inflamatdrio, aumentou a expresséo de proteinas de juncéo estreita
e diminuiu a permeabilidade da mucosa intestinal, apresentando dessa forma, grande potencial
para prevencdo do HLAP e contribuindo para o desenvolvimento de alimentos nutracéuticos

tendo o feijdo como matéria-prima base.

3.8 Extratos Vegetais

Devido ao crescimento do interesse de abordagens mais naturais em diferentes

areas, como na agricultura, gastronomia e na induastria de alimentos, os estudos envolvendo as



36

aplicacdes de extratos vegetais, visando suas propriedades, tém crescido consideravelmente
(Carvalho et al., 2022; Brito, Silva, 2022).

Os extratos vegetais sdo substancias obtidas a partir de plantas e que reinem
elementos ativos fundamentais para diversas propriedades benéficas. Estes tém sido
frequentemente empregados na inddstria de cosméticos, alimentacdo e saide devido as suas
caracteristicas antioxidantes, anti-inflamatdrias, antimicrobianas, entre outras (Ferreira et al.,
2024).

Na industria alimenticia, uma das aplicac6es estudadas, dentre outras, é a utilizacao
de extratos vegetais como antioxidante natural, proporcionando uma maior estabilidade
oxidativa e, com isso, melhorando a vida de prateleira em produtos carneos, por exemplo (Awad
etal., 2021).

Porém, para que 0s extratos apresentem seus devidos beneficios, um processo
extrativo adequado deve ser realizado, garantindo um bom rendimento e étimas concentraces
de compostos bioativos (Plaskova, Mlcek, 2023). Awad et al. (2021), descreve que estas
caracteristicas dependem largamente dos parametros usados no processo, cComo 0 preparo da
amostra, o solvente utilizado, a duracdo do processo, entre outros parametros.

Além disso, extratos vegetais facilmente sofrem degradacédo por diferentes fatores,
como luz ou temperatura, por exemplo (Kyriakoudi et al., 2021). Ademais, sua aplicacdo sofre
restricdes dependendo de sua natureza ser hidrofébica ou hidrofilica, fazendo com que alguns
extratos apresentem dificuldades de solubilizacdo dependendo do produto em que serdo
aplicados (Plaskova, Mlcek, 2023).

Contudo, como descrito por Kyriakoudi et al. (2021), o processo de
microencapsulacdo destes compostos serve como meio de superar estas dificuldades, além de

apresentar diferentes vantagens para a aplicacdo destes extratos.

3.9 Microencapsulacéo

A microencapsulacdo é uma técnica conhecida por proporcionar a protecdo de
pequenas particulas sejam elas sélidas, liquidas ou gasosas, utilizando para isso um sistema de
revestimento. O material encapsulado é denominado nucleo, enquanto o material que forma o
revestimento é denominado de parede ou agente encapsulante, podendo este ser um
revestimento de origem natural, sintética ou semissintética (Sousa et al., 2022).

Para ser qualificada como microparticula, é preciso que o produto resultante do

processo possua diametro variando de 1um a 1000um na escala microscépica, o que resulta em
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um revestimento semipermedvel e resistente. A microencapsulacdo traz vantagens como a
preservacdo do material encapsulado, liberagdo controlada, maior durabilidade e prevencgéo de
caracteristicas sensoriais indesejadas (Pereira et al., 2018; Viana et al., 2021).

As particulas resultantes do processo variam em tamanho, forma e estrutura com
base no método de encapsulacdo e no agente encapsulante utilizado. Ha& varios métodos de
microencapsulacao, classificados em fisicos, quimicos e fisico-quimicos e sua escolha depende
do tipo de material a ser encapsulado, da interagdo com o agente encapsulante, da aplicacédo
pretendida bem como do mecanismo de liberacdo desejado (Ribeiro; Veloso, 2020).

Diante disso, a microencapsulacdo surge como uma alternativa vantajosa e viavel,
uma vez que possibilita a protecdo do material encapsulado de condicdes hostis e de estresses
ambientais, sendo capaz de garantir a passagem de determinadas substancias através do

intestino (Hayayumi-Valdivia; Marquez-Villacorta; Pretell-Vasquez, 2021).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Etapas do processo

A pesquisa foi desenvolvida conforme as etapas representadas na Figura 4.

Figura 4 - Fluxograma das etapas do processo.

Obtengdo e preparo
das matérias=primas

Residuo | Subproduto
[ Neio neut
Z/ Vagem Feijdo verde — elo newtre
l l — Alcalina |
uhte"‘a."’ d? extrato Extragdo amildcea |—
bioative
l l — Acida |
Caracterizagdo do Rendimento —
extrate (Selegio do mitode com maior L, Assistida por
rendimenta) ultrassom
Caracterizagdo do
amido
> ’ Microencap: cd
Caracterizagdo Caracterizagdo fisico- Determinagdo da Demais andlises
estrutural/morfoldgica quimica atividade bioldgica pertinentes

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

4.2 Obtencao e preparo das matérias-primas

As matérias-primas vegetais utilizadas foram provenientes do subproduto do
beneficiamento do feijao-caupi verde (Vigna unguiculata (L.) Walp.), variedade pingo de ouro
e suas vagens (denominadas de “palha” pela industria beneficiadora), que foram
disponibilizadas por uma industria alimenticia localizada em Fortaleza-Ceara.

Os gréos foram inicialmente selecionados, separados de qualquer impureza (Figura
5A), triturados em liquidificador doméstico (Modelo Power 2i 400W, Marca Mondial) (Figura
5B), congelados e em seguida submetidos a secagem em Liofilizador (Modelo LP510, Marca
Liobras) (Figura 5C), sendo por fim armazenados sob temperatura ambiente até as analises. As

vagens, por sua vez, foram submetidas a higienizacao (Figura 6A) em solucéo clorada 100 ppm
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por 20 min em seguida foram secas em estufa (Modelo SL-102/2000, Marca Solab) (Figura
6B), trituradas (liquidificador doméstico Modelo Power 2i 400W, Marca Mondial) (Figura 6C)

e armazenadas sob temperatura ambiente.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Figura 6 - Etapas para a obtencdo da vagem seca e triturada.

‘

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

4.3 Extracdo amilacea

O processo extrativo do amido foi conduzido através de quatro metodologias: meio
neutro, alcalino, acido e assistido por ultrassom, avaliando, por conseguinte, seus rendimentos

e percentuais de amilose.
4.3.1 Extragdo em meio neutro

A extracdo em meio neutro foi realizada utilizando-se a metodologia de Kayode et
al., (2021) com adaptacdes. Inicialmente foi preparada uma solucdo extratora composta por
agua destilada e bissulfito de sddio em concentracdo de 0,1% (p/v). Apos isso, 0 subproduto
previamente triturado e liofilizado foi diluido na solugdo em propor¢do de 1:10
(amostra:solucdo), triturado em liquidificador doméstico (Modelo Power 2i 400W, Marca
Mondial) por 3 min e homogeneizado em agitador mecénico de hélice (Modelo RW 20 digital,
Marca IKA®) a 450 rpm por 30 min. Em seguida a mistura foi filtrada em peneira
granulométrica (Marca Pavitest) 200 mesh e o material retido lavado com agua destilada. O
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processo de lavagem foi repetido trés vezes visando a recuperacdo maxima do amido. Logo
apos, a solucdo foi deixada em repouso por 24 h a 8 °C para que o0 amido sedimentasse no fundo
do recipiente. Posteriormente, o sobrenadante foi removido e o amido recuperado por
centrifugacdo (Modelo UNIVERSAL 320, Marca Hettich) a 8.000 rpm sob temperatura de 25
°C por 10 min. O amido resultante foi adicionado de etanol em pequenas quantidades, seco em
estufa (Marca SolidSteel, Capacidade 40L) a 50 °C por 24 h, moido com o auxilio de almofariz

e pistilo, peneirado e por fim armazenado a temperatura ambiente.

4.3.2 Extragéo alcalina

A extracdo alcalina foi realizada conforme metodologia descrita por Verwimp et al.
(2004), com adaptacdes. Primeiramente foi preparada uma solucdo extratora contendo NaOH
0,5% e bissulfito de sédio em concentracdo de 0,1% (p/v). Em seguida o subproduto
previamente triturado e liofilizado foi diluido na solucdo na propor¢do de 1:10
(amostra:solucdo), triturado em liquidificador doméstico (Modelo Power 2i 400W, Marca
Mondial) por 3 min e seguiu para homogeneizacdo em agitador mecanico de hélice (Modelo
RW 20 digital, Marca IKA®) a 450 rpm por 30 min. Posteriormente, a mistura foi filtrada em
peneira granulométrica (Marca Pavitest) 200 mesh e o material retido foi lavado com é&gua
destilada. Sendo o processo de lavagem repetido trés vezes. Subsequentemente, a solucéo
permaneceu em repouso por 24 h a 8 °C. Apos esse periodo, o sobrenadante foi descartado e o
material sedimentado foi recuperado por meio de centrifugacdo (Modelo UNIVERSAL 320,
Marca Hettich) a 8.000 rpm sob temperatura de 25 °C por 10 min. Por fim, o amido obtido foi
acrescido de etanol em pequenas quantidades, seco em estufa (Marca SolidSteel, Capacidade
40L) a 50 °C por 24 h, moido com o auxilio de almofariz e pistilo, peneirado e armazenado a

temperatura ambiente.

4.3.3 Extracéo acida

O processo de extracdo &cida do amido foi realizado seguindo a metodologia
proposta por Di-Medeiros et al. (2014), com adaptacdes. A principio foi preparada uma solugéo
extratora contendo acido citrico 0,8% e bissulfito de sédio em concentragéo de 0,1% (p/v). Logo
apos, o subproduto previamente triturado e liofilizado foi diluido na solugdo utilizando-se a
proporcéo de 1:10 (amostra:solugéo), triturado em liquidificador doméstico (Modelo Power 2i

400W, Marca Mondial) por 3 min e homogeneizado em agitador de hélice (Modelo RW 20
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digital, Marca IKA®) a 450 rpm por 30 min. Ao final desse processo, a mistura formada foi
filtrada em peneira granulométrica (Marca Pavitest) 200 mesh e o material retido foi lavado
com agua destilada. O processo de lavagem foi repetido trés vezes visando a recuperagédo
méaxima do amido. Em seguida, a solugdo permaneceu em repouso por 24 h a 8 °C. Ao final
dessa etapa, 0 sobrenadante foi removido e o material sedimentado foi recuperado por meio de
centrifugacdo (Modelo UNIVERSAL 320, Marca Hettich) a 8.000 rpm sob temperatura de 25
°C por 10 min. Por fim, o material sedimentado foi adicionado de etanol em pequenas
guantidades e entdo foi seco em estufa (Marca SolidSteel, Capacidade 40L) a 50 °C por 24 h,

moido, peneirado e armazenado a temperatura ambiente.

4.3.4 Extragao assistida por ultrassom

A obtencdo de amido através da extracdo assistida por ultrassom foi realizada
seguindo o procedimento proposto por Zhang et al. (2005), com adaptacées. Inicialmente, foi
preparada uma solucdo extratora composta por agua destilada e bissulfito de so6dio em
concentracdo de 0,1% (p/v). Em seguida, o subproduto previamente triturado e liofilizado foi
diluido na solucdo em proporcéo 1:10 (amostra:agua destilada) e triturada em liquidificador
doméstico (Modelo Power 2i 400W, Marca Mondial) por 3 min. Posteriormente, a mistura foi
transferida para um béquer e passou pelo tratamento em banho ultrassénico (Modelo Q335D,
Marca QUIMIS), operando entre 50 e 60 Hz de frequéncia e 70 W de poténcia, por 30 minutos.

Apos esse periodo, a mistura foi filtrada em peneira granulométrica (Marca
Pavitest) 200 mesh e o material retido lavado com agua destilada, sendo o processo de lavagem
repetido trés vezes. Ao final dessa etapa, a solucdo permaneceu em repouso por 24 h a 8 °C,
para que o amido pudesse sedimentar. Subsequentemente, o material sedimentado foi
recuperado por centrifugacdo (Modelo UNIVERSAL 320, Marca Hettich) a 8.000 rpm por 10
min. Apos a centrifugagdo, o liquido sobrenadante foi descartado e o amido precipitado
adicionado de etanol em pequenas quantidades, seco em estufa (Marca SolidSteel, Capacidade

40L) a 50 °C por 24 h, moido, peneirado e entdo armazenado a temperatura ambiente.

4.4 Rendimento

O rendimento de cada extracdo foi calculado utilizando-se a equagdo 1, que

estabeleceu uma proporcéo entre a massa de amido seco obtido com a extragéo e a massa inicial
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do subproduto, resultando em valores expressos em g/100g. Sendo Mt a quantidade em gramas
de amido extraido e M; a quantidade de subproduto inicial em base seca.

Rendimento (%) = Z—{ x 100 1

A partir dos valores de rendimento, foi selecionado o amido proveniente do
processo extrativo que apresentou maior rendimento em massa, realizando por conseguinte a

sua caracterizagao.
4.5 Caracterizacao do amido

4.5.1 Determinacdo do teor de proteinas

Para determinacdo do teor de proteinas, foi utilizada a metodologia de Pregl-Dumas
que se baseia na combustdo, para mensuracao de nitrogénio total. Para isso, foi utilizado um
aparelho analisador automaético de nitrogénio/proteina (Modelo Dumas NDA 701, Marca
VELP), utilizando EDTA como padrdo, que realizou todas as etapas (combustdo, reducéo,

separacdo e deteccdo) da analise (AOAC, 2016).

4.5.2 Determinacao do teor de umidade

A determinacdo do teor de umidade foi realizada por meio de aquecimento direto,
através da quantificacdo da perda de massa sofrida pela amostra durante o procedimento
experimental. Foi utilizada 5 g da amostra, posteriormente submetida a uma estufa com
circulacdo de ar a temperatura controlada de 105°C, mantendo-se até a estabilizacdo do peso

(IAL, 2008). O teor de umidade foi quantificado por meio da equagéo 2.

) Massa inicial — Massa final 2)
Umidade(%) = Massa inicial X100

4.5.3 Determinacao do teor de cinzas

A determinacéo do teor de cinzas foi realizada mediante a quantificacdo da massa
obtida ap6s a submissdo da amostra a um aquecimento em mufla a 550 °C, conforme os
procedimentos descritos pelo 1AL (2008). Por fim, foi realizado o célculo utilizando-se a

equacéo 3, para obtencdo do teor de cinzas.
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) Massa final (3)
Cinzas (%) = —x100
Massa inicial

4.5.4 Determinacao do pH

A amostra foi diluida e homogeneizada em agua destilada, seguindo-se a propor¢éao
de 1:10 (amostra:agua destilada). Em seguida, o pH foi aferido através da utilizacdo de pHmetro
(Modelo Q-400A, Marca QUIMIS) previamente calibrado e operado de acordo com as
instrugcdes do manual do fabricante (1AL, 2008).

4.5.5 Determinacao de cor

A cor da amostra foi determinada através da utilizacdo de colorimetro portéatil de
reflectancia (Modelo CR-410, Marca Konica Minolta Sensing), ao qual as leituras foram
retiradas de diferentes pontos da superficie da amostra, visando a sua representatividade e o
resultado foi dado conforme valores expressos para cada coordenada (L*, a* e b*), onde (L*)
representa a luminosidade ou brilho, variando de L* = 0 (preto) ao L* = 100 (branco), (a)
representa a transicdo da cor verde (-a*) para vermelha (+a*) e (b) representa a transicao da cor

azul (-b*) para amarela (+b*).

4.5.6 Determinacao do percentual de amilose aparente por UV/Vis

A determinacdo do percentual de amilose aparente foi efetuada seguindo
metodologia proposta por Waulttisela et al. (2008), com adaptacdo. A amostra foi diluida em
etanol 95% e NaOH 2 M, seguindo-se a propor¢do de 1:10:90 (p/v/v) (amido:etanol:NaOH),
apos a dissolucdo completa da amostra, esta solucdo foi diluida em agua destilada utilizando-
se um baldo volumétrico de 100 mL. Apos esta etapa foi retirada uma aliquota de 5 mL da
solucgéo preparada anteriormente e adicionada em 2 mL de &cido acético 1 M, 2 mL de reagente
de iodo e 91 mL de &gua destilada. O reagente de iodo foi preparado utilizando-se 0,20 g de
iodo e 2 g de iodeto de potéssio dissolvidos em agua destilada com auxilio de um baldo
volumétrico de 100 mL. Foi construida uma curva de calibracdo de amilose nas mesmas
condicdes e por fim, as leituras foram realizadas em 620 nm por meio de um espectrofotémetro
UV/Vis (Modelo GENESYS 6, Marca Thermo Scientific).
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4.5.7 Determinacéo do percentual de amilopectina

O percentual de amilopectina foi determinado por diferenca, utilizando-se a

equacéo 4.

Amilopectina (%) = 100 — amilose (4)

4.5.8 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

A analise da amostra por FT-IR foi realizada seguindo a metodologia descrita por
Santana et al. (2020) com adaptacdo. Onde a mesma foi analisada utilizando-se espectrémetro
(Modelo 16 PC, Marca Perkin Elmer) com pastilha KBr, operando com regido infravermelha

ajustada para o intervalo de 400 a 4000 cm ™. Dessa forma, foram realizadas 64 varreduras na

resolugdo de 4 cm™L.

4.5.9 Ressonancia magnética nuclear (RMN) do *H

A analise de ressonancia magnética nuclear (RMN) foi realizada através de
espectrometro Agilent DD2 de 600 MHz e, com isso, obtido o espectro para *H. Foram
utilizados 500 pL de D20 (6xido de deutério) como solvente e adicionados a 20 mg da amostra
e, em seguida, analisados em temperatura de 60 °C, onde foram realizados 256 scans para H.
A interpretacdo dos valores de espectro obtidos foi feita por software MestReNova.

Por fim, foi calculado o grau de ramificacdo do amido a partir da formula descrita
por Tizzotti et al. (2011), que utiliza os valores das integrais dos sinais de RMN 'H para

determinar as proporgdes das ligagoes glicosidicas a (1-4) ¢ a (1-6), como mostra a equacéo 5.

Grau de ramifica¢do (%) = % x 100 (®)

4.5.10 Difragéo de raios-X (DRX)

A analise da cristalinidade foi realizada por difracdo de raios-X, utilizando-se um
difratbmetro (Modelo D8 Advance, Marca Bruker) sob condigdes de corrente de 30 mA, com
regido de varredura da difracdo variando de 5 - 40°, tensdo de aceleragcdo alvo de 30 kV e

velocidade de varredura de 1 min,
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4.5.11 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

O estudo da estrutura morfologica foi realizado por meio do equipamento de
microscopia de varredura eletronica (Modelo Quanta 450-FEG, Marca FEI). As amostras foram
depositadas em stubs e examinadas em microscopio operando com tensdo de aceleracdo de 15

kV. Foram capturadas imagens com resolucdo entre 1000x e 10000x.

4.5.12 Cromatografia de permeacéo em gel (GPC)

A andlise por cromatografia de permeacdo em gel aconteceu empregando-se um
cromatografo (Modelo LC-10AD, Marca SHIMADZU), equipado com detector de indice de
refracdo RID-10A, sob temperatura de 40 °C. A coluna utilizada foi uma PolySEp-GFC linear
de 7,8 x 300 mm, com fase mével de NaNOs 0,1 mol/L, a temperatura ambiente e fluxo ajustado
para 0,8 mL/min. Para tal, foi injetado 20 pL de amostra com concentragdo de 1 mg mL™,
preparada previamente através de solubilizacdo sob agitacdo constante, aquecimento a 60 °C e
filtragdo por membrana de 0,45 um. Por fim, o tempo de analise foi de 40 minutos e as massas
molares da amostra foram determinadas utilizando-se padrdes de pululanas (Shodex Denko®)
MM de 5.9 x 10% a 7,88 x 10° g mol ™.

4.5.13 Analise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica foi realizada em modulo termogravimétrico (Modelo
DTG-60H, Marca SHIMADZU) com uma razio de aquecimento de 10 °C min. A analise foi
conduzida em atmosfera de nitrogénio com vazéo de 40 mL min e em intervalo de temperatura
de 25 a 800 °C.

4.5.14 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A analise de calorimetria exploratdria diferencial foi realizada em equipamento
devidamente calibrado (Modelo DSC-60PIlus, Marca SHIMADZU), operando com atmosfera
de nitrogénio, fluxo de 20,0 mL min™, intervalo de temperatura de -50 a 300 °C e rampa de

aquecimento de 10 °C min™.
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4.6 Preparo do extrato da vagem

O preparo do extrato da vagem foi realizado conforme metodologia descrita por
Sales et al. (2023) com adaptacGes, onde as vagens passaram por extracdo hidroalcoolica,
utilizando-se a técnica de maceracéo. Inicialmente foi preparada uma mistura de alcool etilico
absoluto (99,8 %) e 4gua destilada na propor¢do 70:30 (alcool:dgua). Em seguida a mistura foi
adicionada a amostra previamente seca em estufa (Modelo SL-102/2000, Marca Solab) e
triturada ( liquidificador doméstico Modelo Power 2i 400W, Marca Mondial) na proporcao de
10:1 (mistura:amostra), permanecendo em agitacdo (Agitador magnético Modelo C-MAG HS
7, Marca IKA®) por 6 dias a 25 °C. Posteriormente, o extrato obtido foi filtrado, concentrado
em rotaevaporador (Modelo Rotavapor R-3, Marca Buchi) a 47 °C, liofilizado (Modelo Alpha
1-2 LD plus, Marca Christ)e armazenado sob temperatura ambiente até a realizacdo das

analises.

4.7 Caracterizacao do extrato da vagem

4.7.1 Determinacdo de fendlicos totais

A determinacdo do contetdo de fenolicos totais foi realizada seguindo o
procedimento descrito por De S et al. (2024), com adaptac¢des. Para tal, a analise foi realizada
empregando o método de Folin-Ciocalteu. Inicialmente preparou-se uma solucéo (5 g/50 mL)
utilizando o extrato liofilizado e alcool etilico 50%, em seguida a solucdo foi centrifugada
(Centrifuga Modelo LS-3 Plus, Marca CELM) e uma aliquota de 0,2 mL foi retirada.
Posteriormente, a aliquota foi adicionada em um tubo contendo 1,8 mL de agua destilada, 10
mL do reagente Folin-Ciocalteu. Apds 8 min foi acrescentado ao mesmo tudo 8 mL de solucéo
saturada de Na>COa.

Por fim, a solucdo formada foi homogeneizada e deixada em repouso por 2 horas
ao abrigo da luz. Os resultados foram obtidos a partir da leitura em espectrofotémetro (Modelo
Libra S12, Marca Biochrom) UV-765 nm, utilizando-se uma curva padrdo de acido galico para

referéncia, com os resultados sendo expressos em mg de acido galico por 100 g de extrato.

4.7.2 Determinacdo da atividade antioxidante
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A atividade antioxidante foi determinada através do teste de ABTS (acido 2,2'-
azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico)), seguindo a metodologia proposta por Re et al.
(1999) e Rufino et al. (2007). Inicialmente, foram preparadas duas solucgdes, a primeira sendo
a solucdo estoque de ABTS 7 mM e, em seguida, uma solucdo de persulfato de potassio 140
mM. Ap06s, foi preparado o radical ABTS™ e solugdo padrao de trolox 2mM para a criacao da
curva padréo.

Para a leitura das amostras, as mesmas foram preparadas em tubos de ensaio, em 3
diluicdes diferentes e em triplicata, e foram transferidos 30 pL de cada concentracdo para um
novo tubo de ensaio, onde foram misturadas com 3 mL da solucdo do radical ABTS, com
absorbéancia entre 0,700 a 0,705, sendo homogeneizadas em agitador de tubos. Por fim, a leitura
foi realizada em espectrofotémetro (Modelo Libra S12, Marca Biochrom) UV-Vis, a 734 nm,
ap6s 6 minutos da mistura. Alcool etilico foi utilizado como branco para calibrar o

espectrofotbmetro.

4.7.3 Toxicidade

4.7.3.1 Avaliacdo da seguranca nao clinica em Zebrafish (Danio rerio) adulto

A analise foi conduzida utilizando peixes adquiridos em comércio local
(Agroquimica: Comércio de Produtos Veterindrios LTDA). Foram escolhidos zebrafish
adultos, de ambos os sexos, com idades entre 60 e 90 dias, cerca de 3,5 + 0,5 cm de comprimento
e pesando em torno de 0,4 = 0,1 g. Apds a chegada, os peixes foram introduzidos em aquérios
retangulares de vidro e aclimatados, onde permaneceram por um periodo de 24 horas. Os
aquarios estavam abastecidos com &gua devidamente tratada com agente neutralizador,
equipados com bombas de ar e filtros submersos, e mantidos a uma temperatura de 25 °C e pH
neutro. Os peixes foram submetidos a um ciclo circadiano de 14:10 h (claro:escuro) e
alimentados com racéo até 24 horas antes do inicio dos experimentos (Magalhées et al., 2017).

Para realizacdo dos experimentos, os peixes foram selecionados de forma aleatoria,
sendo imobilizados em uma esponja Umida e administrados oralmente com 20 puL de amostra
ou veiculo (grupo controle) (Collymore; Rasmussen; Tolwani, 2013). A analise foi realizada
com as amostras em concentracdo pré-determinada com base nos resultados obtidos com a

analise de concentracédo bactericida minima.
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4.7.3.1.1 Teste de campo aberto

Os peixes escolhidos (n=8/grupos) passaram por tratamento oral, recebendo 20 pL
de amostra ou veiculo. Em seguida, foram aclimatados individualmente em recipientes
apropriados por 1 h, permitindo a absorcéo adequada da solucéo ingerida. Um grupo controle
sem tratamento (Naive) e outro grupo tratado com o ansiolitico diazepam e os solventes
correspondentes, foram incluidos na anélise. Os testes foram conduzidos em placas de petri (10
x 15), divididas em quatro quadrantes e contendo agua do aquario, onde os peixes foram
colocados e avaliados por 0-5 min em relagdo ao seu cruzamento de linhas, para analise da

atividade locomotora (Magalhées et al., 2017).

4.7.3.1.2 Toxicidade aguda 96h

O teste de toxicidade aguda foi realizado utilizando-se os peixes selecionados
(n=8/grupos), administrando-se via oral 20uL da amostra ou do veiculo. Apos os tratamentos,
0S peixes permaneceram em repouso, sendo monitorados durante o periodo de 96 horas,
avaliando dessa forma sua taxa de mortalidade. Com base na mortalidade observada, foi
determinada a CLso (concentracado letal capaz de causar a morte de 50% dos animais) (Arellano-
Aguiar et al., 2015).

4.7.4 Determinacao da atividade antimicrobiana

Para determinacéo da atividade antimicrobiana, foram utilizadas cepas patogénicas
de bactérias Gram-positivas (Listeria monocytogenes ATCC 19111 e Staphylococcus aureus
ATCC 6538) e Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella typhimurium
ATCC 14028), seguindo-se metodologia adaptada de BrCAST/EUCAST (2021) para analise
de difusdo em &gar e os metodos propostos por Branen e Davidson (2004) para analise de

microdiluicdo em placas.

4.7.4.1 Ativacao e preparo das cepas bacterianas

O procedimento de ativagao das cepas ocorreu em duas fases distintas. Na primeira
etapa, foram utilizadas culturas de referéncia para esgotamento dos microrganismos por

quadrante, em placas contendo &gar de manutencdo Triptona de Soja (TSA), as quais foram
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incubadas a 37 + 2°C por 24 horas. Apos a analise dos resultados de esgotamento, na segunda
etapa, uma colbnia isolada de tamanho caracteristico foi selecionada e transferida para um tubo
contendo 5 mL de caldo Peptona Caseina Soja (TSB), que foi mantido a 37 + 2 °C por 24 horas,
visando a obtengao de uma suspensao bacteriana com concentragdo de 108 UFC/mL.

Ap0s a obtengdo da suspensao bacteriana, a analise de difusdo em agar foi iniciada,
diluindo-se as amostras em agua destilada. Ja para determinacdo da concentracdo bactericida
minima (CBM) e concentracdo inibitoria minima (CIM) do extrato, foram realizadas dilui¢des
em série em tubos contendo agua peptonada a 0,1 %, onde o Gltimo tubo foi preenchido com
caldo TSB, obtendo-se uma suspensdo bacteriana a 10° UFC/mL, utilizada para as referidas

analises.

4.7.4.2 Difusdo em agar

A analise de difusdo em agar foi realizada utilizando-se placas com &gar Mueller-
Hinton previamente inoculadas com swabs embebidos com as suspensdes bacterianas na
concentragdo de 10* UFC/mL. Em seguida, foram preparados pogos medindo-se
aproximadamente 4 mm de altura e 6 mm de diametro, nos quais foram depositadas aliquotas
de 50 pL/poco das amostras nas concentragdes de 100%, 75% e 50%. Finalmente, as placas
foram incubadas por 48 horas a uma temperatura de 37 = 2 °C.

Para determinacdo da atividade antimicrobiana, os halos de inibicdo formados
foram medidos e suas médias calculadas, por fim os resultados foram apresentados em
milimetros (mm). O experimento foi realizado em duplicata e os antibidticos gentamicina e
amicacina foram utilizados como padrdo de referéncia para o didmetro dos halos formados
(BrCAST/EUCAST, 2021).

4.7.4.3 Microdiluicdo em placas
A concentracdo bactericida minima (CBM) e a concentragdo inibitéria minima
(CIM) foram determinadas conforme metodologia descrita por Branen e Davidson (2004), por

meio da utilizacdo de microplacas estéreis contendo 96 pogos.

4.7.4.3.1 Determinagdo da concentragdo inibitoria minima (CIM)
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A determinacdo da CIM foi realizada através da diluicdo das amostras em agua
destilada até que se obtivesse a menor concentragdo desejada (0,039%), em seguida foram
pipetadas aliquotas de 100 puL e adicionadas em cada pogo de teste. Posteriormente, foram
incluidas aos mesmos pogos aliquotas de 100 uL. de suspensdes bacterianas 10° UFC/mL em
caldo TSB, com concentracdes determinadas previamente através de dilui¢do em série. Foram
utilizadas aliquotas de 200 uL da suspensdo bacteriana em TSB e agua estéril e aliquotas de
200 pL das solugdes de teste e caldo TSB, como controle positivo e negativo, respectivamente.

Apbs a distribuicdo das aliquotas, a placa passou por leituras de densidade dptica a
630 nm nos tempos inicial (To) e apds 24h de incubacdo (T24) a 37 £ 2 °C em um leitor de
absorbancia de microplacas (Modelo DR-200B-NM-BI, Marca KAZUAKI). Os resultados
foram dados através da diferenca de absorbancia entre as leituras nos diferentes tempos (T2s-
To), considerando-se como inibitorias as variagdes que apresentarem < 0,05 nm (Branen;

Davidson, 2004).

4.7.4.3.2 Determinacdo da concentragdo bactericida minima (CBM)

A determinacdo da CBM foi realizada com a utilizagdo dos pogos que
apresentassem atividade antimicrobiana inibitoria, através da retirada de 100 uL. de cada pogo
e semeadura em agar TSA, utilizando-se a técnica de plaqueamento sobre superficie. As placas
foram incubadas a uma temperatura de 37 + 2 °C por 24h, e os resultados foram obtidos por
meio da menor concentragdo, respectiva a amostra que apresentou auséncia de crescimento

microbiano (Branen; Davidson, 2004).

4.8 Obtencao das microesferas

O processo de obtencdo das microesferas de extrato obtido da vagem foi realizado
conforme metodologia proposta por Ligarda-Samanez et al. (2023), com adaptagdes. 2 g do
amido obtido através do processo de extracdo assistida por ultrassom foi diluido em 200 mL
agua destilada e submetido ao processo de gelatinizacdo. Concomitantemente, 400 mg do
extrato liofilizado foi adicionado a 50 mL de agua destilada, permanecendo sob agitacédo
(Modelo C-MAG HS 7, Marca IKA®) até a gelatinizagdo do amido. Ap6s obtencdo do amido
gelatinizado, o0 mesmo foi adicionado do extrato por gotejamento através de bureta graduada,
onde a mistura formada permaneceu em agitacdo durante todo o processo. Apos 0 esgotamento

do extrato, a mistura amido+extrato foi mantida sob agitacdo em agitador magnetico (Modelo
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C-MAG HS 7, Marca IKA®) por mais 20 min. Os parametros utilizados no Spray Dryer
(Modelo Mini Spray Dryer B-290, Marca BUCHI) foram ajustados para temperatura de 120

°C, com vazdo de ar de 650 L/h e bico pulverizador de 0,7 mm.

4.9 Caracterizacdo das microesferas

As microesferas foram caracterizadas, seguindo as mesmas metodologias propostas
para o0 amido, a partir das andlises de cor, FT-IR, DRX, TGA e DSC, descritas, respectivamente,
nas secoes 4.5.5, 4.5.8, 4.5.10, 4.5.13 e 4.5.14. Por outro lado, a analise de MEV foi realizada
com parametros semelhantes aos descritos na se¢do 4.5.11, porém foram capturadas imagens
com resolucdo de 5000x e 10000x. Da mesma forma, as microesferas também foram
submetidas a analises para determinacao da atividade antioxidante, verificacdo da toxicidade e
determinacéo da atividade antimicrobiana conforme metodologias utilizadas na caracterizagdo

do extrato da vagem, descritas nas secOes 4.7.2, 4.7.3 e 4.7.4, respectivamente.

4.10 Andlise estatistica

As analises foram realizadas em triplicata e seus respectivos resultados foram
sujeitos a andlise de variancia (ANOVA) e teste Tukey a 5% de significancia. A analise
estatistica dos dados obtidos por cada um dos testes foi realizada utilizando software Statistica
12.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento

De acordo com os rendimentos obtidos, € possivel observar que a maioria das
amostras ndo diferiram significativamente entre si, tornando-as propicias a serem escolhidas

para dar continuidade as analises de caracterizacdo e posterior aplicacéo.

Tabela 1 - Rendimentos da extracdo do amido obtido do feijdo-caupi verde (V. unguiculata
(L.) Walp.), por diferentes métodos.

Amostras Rendimento
AEA | 39,228 +0,097 a
AEB | 40,565 + 0,566 ab
AEN | 42,891+0,145b
AEU 43,701 + 0,057 b

AEA - amido da extra¢do &cida; AEB - amido da extragdo alcalina; AEN - amido da extragdo neutra; AEU -
amido da extracéo por ultrassom; Valores seguidos com as mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de tukey (p<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

De acordo com Yusoff et al. (2022), a extracdo ultrassénica vem sendo reconhecida
por ser uma técnica compativel com a extracdo de compostos, principalmente bioativos, que
apresentam sensibilidade ao calor, além de ser uma metodologia sustentavel uma vez que
necessita de uma menor quantidade de solvente.

Awad et al. (2021) descreve a extra¢do ultrassonica como uma metodologia néo
convencional, ou mais ecoldgica, devido ao menor consumo de energia e solventes necessarios.
Além disso, os autores destacam diferentes beneficios da mesma, como a maior simplicidade
de operacdo, menor custo de capital necessario e adequada para diferentes matrizes vegetais e
solventes para aplicacGes na industria.

Dessa forma, ao avaliar o rendimento e 0s aspectos favoraveis da extracéo assistida

por ultrassom, a amostra AEU foi a escolhida para seguir com as analises posteriores.

5.2 Caracterizagdo do amido

5.2.1 Determinacao do teor de proteinas
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A amostra AEU obteve teor de proteina de 4,4005 + 0,4218%. Tal resultado é
indicativo da eficacia do processo extrativo utilizado, promovendo alta remocdo de
componentes proteicos, como albuminas, presentes na estrutura da amostra vegetal de Feijdo-
caupi. Marquezi et al. (2016) realizaram um estudo das propriedades de farinhas e amidos de
cinco cultivares de feijao-comum (Phaseolus vulgaris), encontrando valores de proteina
variando de 17,72 a 20,27% para farinhas e 0,90 a 2,11% para os amidos isolados. Outros
estudos apontam, também, que teores proteicos em amidos de leguminosas tipicamente
encontram-se abaixo de 5%, apesar de variarem dependendo do método extrativo e cultivar
utilizado (Jha et al., 2022; Singh et al., 2022). Nesse contexto, refor¢a-se que o resultado obtido
na presente pesquisa através da técnica de extracdo assistida por ultrassom pode ser considerado
satisfatorio, tornando possivel a obtencdo de um amido com alta pureza, sendo atrativo para

aplicacdes com menor impacto no teor proteico final.

5.2.2 Determinacao do teor de umidade

O valor encontrado para o teor de umidade da amostra AEU foi de 8,350 + 0,095%.
O teor obtido esta em concordancia com os encontrados por Punia et al. (2020), onde foram
avaliadas as propriedades do amido de feijdo-comum (Phaseolus vulgaris) e outras
leguminosas, com valores de umidade entre 8,5 a 14,5%. Por outro lado, Li et al. (2022)
obtiveram valores entre 9,8 e 12,3% de umidade para amidos de espécies de feijdo azuki (Vigna
angularis) e feijdo branco, enquanto Akinwumi et al. (2025) obtiveram valores na faixa de 4%
de umidade para amidos de feijao-da-espanha (Phaseolus coccineus).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) indica em sua RDC n° 711,
de 1°de julho de 2022, que o valor maximo de umidade para farinhas, amido de cereais e farelos
deve ser de 15%, ja para amido ou fécula de batata deve ser de 21% e, por fim, para amido ou
fécula de mandioca deve ser de 18%. Por sua vez, a Farmacopeia Brasileira (62 ed., 2019),
estabelece 0 método de perda por dessecacdo como método valido para a sua determinagéo.
Dessa forma, apesar da amostra tratar-se de amido de feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.)
Walp), a amostra encontra-se dentro dos parametros estabelecidos pela legislacéo vigente.

De acordo com Bonto et al. (2021) e Li et al. (2023), o tratamento ultrassdnico
resulta em alteracOes nas propriedades do amido, sendo decorrentes de fissuras ou erosdes na
superficie dos granulos, fazendo com que o amido tenha maior interacdo com moléculas de
agua. Porém, o valor encontrado demonstra que a amostra AEU ndo teve sua estrutura

comprometida durante o processo, possibilitando a obtencéo de amido com baixa umidade.
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Por fim, o baixo teor de umidade torna-se uma caracteristica desejavel, uma vez
que torna menor a atividade de agua da amostra, resultando ndo apenas no retardo de reaces
de degradacao, mas também diminuindo a suscetibilidade ao crescimento microbiano durante

0 armazenamento, além de menor probabilidade de alteracdes fisicas.

5.2.3 Determinacao do teor de cinzas

A determinacdo do teor de cinzas totais foi realizada, obtendo-se o valor de 0,188
+ 0,113% para a amostra AEU. O resultado encontrado corrobora com valores observados por
Punia et al. (2020), para cinzas do amido de feijdo-comum (Phaseolus vulgaris), os autores
encontraram uma faixa de 0,1 a 0,7%, enquanto que para 0 amido de diferentes espécies de
feijOes, este pode variar entre 0,06 a 0,58% (Maaran et al., 2014).

De acordo com Prabha et al. (2020), amidos utilizados na industria podem ser
classificados de acordo com o grau de pureza e, para que este seja considerado de “grau A”, o
teor recomendado de cinzas deve ser até 0,5%. Zhang et al. (2019) reforcam esta classificacao,
explicando que o baixo teor de cinzas torna-se uma caracteristica desejavel, uma vez que indica
uma maior pureza do material, demonstrando a auséncia de residuos minerais e proteinas
presentes na estrutura do granulo.

Assim, o teor de cinzas obtido para amostra AEU encontra-se dentro dos padrdes
observados em amidos de leguminosas como o feijdo e pode-se concluir que 0 processo
utilizado apresentou eficacia comprovada durante o estudo, resultando em um produto com

baixa presenca de minerais e 6timo potencial para aplica¢des na industria alimenticia.

5.2.4 Determinagéo do pH

O valor de pH obtido para a amostra AEU foi de 6,623 £ 0,136, um valor préximo
a neutralidade. Tal valor encontra-se de acordo com valores encontrados para amidos de
diferentes leguminosas, estando em uma faixa de 6,0 a 7,0 (Punia et al., 2020; Singh et al.,
2022).

A RDC n° 711, de 1° de julho de 2022, da ANVISA, que estabelece os requisitos
sanitarios dos amidos, entre outros produtos alimentares, define os critérios que devem ser
seguidos para que o produto apresente seguranca e qualidade para o consumidor final. Apesar

de ndo tratar especificamente do pH, a norma estabelece padrées de composicao, qualidade e
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seguranga que devem ser atendidos e que estdo associados a pardametros como teor de umidade,
pH, cinzas, entre outros.

Por outro lado, tanto a Farmacopeia Brasileira (2019), quanto o Food Chemicals
Codex (2022) estabelecem uma faixa de pH utilizada como referéncia. Esse valor, para
suspensdes aquosas de amido (10g para 100mL de agua destilada), deve estar entre 4,5 e 7,0
para amido de milho e 5,0 a 8,0 para amido de batata (Farmacopeia Brasileira, 2019).

O Codex Alimentarius (2020), apesar de ndo indicar faixas especificas para o pH,
indica que o seu valor pode variar de acordo com o0 seu tipo, origem e o seu uso final. Nesse
contexto, o resultado obtido para a amostra AEU atende os requisitos exigidos pelas normas
vigentes e encontra-se dentro dos parametros de qualidade e seguranga para o produto.

5.2.5 Determinagéo de cor

A cor da amostra foi analisada utilizando-se espectrofotdmetro de cores, obtendo-

se 0s resultados de acordo com a escala CIE L*a*b*.

Tabela 2 - Coordenadas L*, a*, b*, obtidas para o amido de feijao-caupi verde (V.

unguiculata (L.) Walp.) extraido por ultrassom.

Coordenada Valor
L* 63,53 + 0,029
ax 1,81 + 0,006
b* -2,00 £ 0,023

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

O valor obtido para a luminosidade da amostra, L* = 63,53 £ 0,029, indica
coloracdo levemente clara. Porém, alguns amidos de diferentes fontes, como milho ou
mandioca, apresentaram cores ainda mais claras, com valores de L* superiores a 80 (Leonel e
Cereda, 2002).

O resultado obtido paraa* (1,81 £ 0,006) mostra que o material possui uma pequena
tendéncia a cor vermelha, o que pode estar associado a compostos fendlicos ou antocianinas
presentes no feijao-caupi (Sousa et al., 2023). Ja o obtido para b* (-2,00 + 0,023), indica uma
leve tendéncia para um tom azulado, se distanciando do amido proveniente do milho, que
apresenta valor positivo (Cesar et al., 2021).

De acordo com Prabha et al. (2020), a caracteristica cor ¢ normalmente utilizada

em pesquisas e principalmente na inddstria alimenticia como um indicador de qualidade, pelo
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fator de aceitagcdo comercial. Dessa forma, amidos com cores mais claras e menos intensas,
normalmente sdo considerados puros e atrativos, tornando-se mais desejaveis para diversas

aplicacdes, sobretudo em formulacgdes alimenticias.

5.2.6 Determinacdo do percentual de amilose aparente por UV/Vis

O teor de amilose aparente obtido para a amostra AEU foi de 10,99 + 2,35%. Tal
resultado diverge com os valores encontrados em estudos realizados com amidos de feijao-
comum (Phaseolus vulgaris), como o de Marquezi et al. (2016) onde, em seis diferentes
cultivares, os valores variaram entre 44,97 e 51,11%. Os autores também citam estudos com
diferentes leguminosas onde este valor variou de 24 a 65%. Chung et al. (2008), por outro lado,
realizaram estudos com variedades de feijdo cultivadas no Canada e observaram resultados que
variaram entre 38 e 41,5%.

O resultado apresentado demonstra que 0 processo extrativo utilizado, aliado as
propriedades do cultivar utilizado, resultaram em um amido com um maior teor de amilopectina
e consequentemente um menor teor de amilose. Tal proporcdo pode sugerir diferentes
caracteristicas funcionais, como menor tendéncia a retrogradacao, géis mais translicidos e com

maior estabilidade térmica e viscoelastica (Varghese et al., 2022).

5.2.7 Determinagao do percentual de amilopectina

Observando o resultado de amilose aparente, 10,99 + 2,35%, anteriormente
descrito, ao aplicar a equacdo 4, obteve-se o teor de amilopectina aparente, com valor de 89,01
+ 2,35%. Novamente, um valor divergente aos encontrados em estudos de diferentes autores,
que variam entre 49 e 62% (Marquezi et al., 2016; Chung et al., 2008). Em contrapartida, Bajaj
et al., (2018) realizaram estudos com amidos de diferentes fontes, como milho e batata, e o
resultado variou entre 70 e 80%. Dessa forma, a proporcao resultante de amilose/amilopectina
da amostra AEU pode dar origem a diferentes caracteristicas funcionais, como maior

estabilidade térmica e menor suscetibilidade a retrogradacéo (Varghese et al., 2022).

5.2.8 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)
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A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) é uma
metodologia utilizada para identificar estruturas moleculares, atraves da interacdo entre matéria
e radiacdo eletromagnética. Essa interacdo fornece um espectro singular que atua como uma
impressdo digital, tornando possivel a distincdo de diferentes tipos de substancias (Fadelmoula
et al., 2022; Gong; Chen; Wu, 2024).

A Figura 7 representa o espectro infravermelho da amostra AEU ao longo do
intervalo de 4000 a 400 cm™, onde seus devidos picos foram identificados e, em seguida,
interpretados com o auxilio da Tabela 3.

Figura 7 - Espectro de infravermelho para o amido de feijdo-caupi verde (V. unguiculata (L.)

Walp.) extraido por ultrassom.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Tabela 3 - Esquema de interpretacdo das principais bandas evidenciadas durante a analise de

Espectroscopia de Infravermelho.

NUmero de onda

(cm™) Atribuicéo de banda Referéncia
3410 Estiramento (O-H) (Tiozon et al., 2021; Abdullah et al., 2018)
2931 Estiramento (C-H) (Abdullah et al., 2018)
1651 Dobramento (H-O-H) (Tiozon et al., 2021)
1423 - 1367 Dobramento (C-H) (Abdullah et al., 2018)

Estiramentos (C-0-C) (Tiozon et al., 2021; Bernardino-Nicanor et
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(Tiozon et al., 2021; Bernardino-Nicanor et

991 Vibracdo anomerica 3] 2016; Combrzynski et al., 2021; Qi et al.,
(C-0-C)
2024)
(Tiozon et al., 2021; Bernardino-Nicanor et
927 - 860 Vibragééféaﬂ;)mérica al., 2016; Combrzynski et al., 2021; Qi et al.,
2024)

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A partir da Figura 7, pode-se observar bandas caracteristicas de polissacarideos,
com uma banda intensa em 3410 cm™, normalmente relacionada as ligagGes de grupos hidroxila
(O-H) e a presenca de agua adsorvida no meio (Tiozon et al., 2021; Abdullah et al., 2018). Ja
em 2931 cm, a banda esté associada a presenca de ligagdes C-H de grupos metila e metileno
(Abdullah et al., 2018).

Adiante, o pico em 1651 cm™ demonstra a presenca de retencéo de umidade, por
estar associado a deformacdo de moléculas de agua adsorvidas no material (Tiozon et al.,
2021). Por outro lado, os picos em 1423 e 1367 cm™ estdo associados as deformacgdes em
ligacBes C-H, representando uma vibragéo na estrutura da molécula (Abdullah et al., 2018).

Ja na regido compreendida entre 1200 e 900 cm™, ou a chamada “fingerprint”,
observa-se picos em 1161, 1082, 1045, 991 e 927 cm™. Estes sdo normalmente associados a
estiramentos de ligagdes C-O e C-O-C em ligacGes glicosidicas, tipicas em polissacarideos
(Tiozon et al., 2021; Bernardino-Nicanor et al., 2016). Os picos em 991, 927 e 860 cm™ s&o
mais especificos de vibragdes anoméricas devido a presenca de ligagdes a-glicosidicas do

amido (Combrzynski et al., 2021; Qi et al., 2024).

5.2.9 Ressonancia magnética nuclear (RMN) do *H

A figura 8 a seguir apresenta o espectro obtido a partir da Ressonancia Magnética
Nuclear do *H da amostra de amido de feijio-caupi EU e seus picos referentes a moléculas de
glicose presentes no amido. Observa-se que estes picos se encontram em uma faixa especifica,
entre 3,8-5,8 ppm, valores semelhantes aos observados para amido nativo de batata (Zarski et
al., 2016; Wang et al., 2022) e amido de manga (Marques et al., 2019).

Figura 8 - Espectro de RMN *H para o amido de feijdo-caupi verde (V. unguiculata (L.)

Walp.) extraido por ultrassom.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Nesse contexto, obtém-se os valores de deslocamento quimico, em ppm, associados
a cada pico, onde H-2 encontra-se em 6 4,30 ppm, H-3 em 6 4,23 ppm, H-4 em 6 4,18 ppm ¢
H-5 em 6 3,99 ppm. Além disso, para H-1 de ligagdes a(1,4) tem-se é 5,72 ppm, enquanto que
para o H-1" de ligagoes a(1,6) tem-se & 4,66 ppm. Valores de pico semelhantes aos encontrados
por Wang et al. (2022) e Marques et al. (2019).

Por fim, foi possivel calcular o grau de ramificacdo (GR) para a amostra estudada,
sendo este de 4,76%. Valor considerado baixo quando comparado com valores encontrados
para amidos de feijdo-mungo (8,65 - 6,86%) e semelhante ao encontrado para o amido de fava
(4,7%) em trabalhos encontrados na literatura. Os autores destacam que o valor de GR pode
variar dependendo da fonte do amido, da razdo amilose/amilopectina ou mesmo tratamentos
térmicos ou enzimaticos realizados na amostra, devido a quebra de ligagdes a(1,4) e a(1,6) das

moléculas de glicose (Nilsson et al., 2022; Gu et al., 2024).
5.2.10 Difracéo de raios-X (DRX)

A Figura 9, representa o difratograma de raio X obtido a partir da analise da amostra
AEU, ao longo de um eixo que representa 20, com intervalo de 5 a 40°. A partir desta, nota-se
a presenca de picos em angulos especificos, sendo eles em 17,94°, 19,96°, 21,08° e 27,03°.
Esses picos distintos indicam um padréo de cristalinidade normalmente associado a amidos do
Tipo A, provenientes de leguminosas (Li et al., 2019; Ronko et al., 2021; Suarez-Diéguez et
al., 2021).
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Figura 9 - Difratograma de Raio-X para o amido de feijao-caupi verde (V. unguiculata (L.)

Walp.) extraido por ultrassom.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Por fim, o indice de cristalinidade da amostra AEU foi calculado utilizando-se das
areas dos picos cristalinos e a area total da estrutura, que envolve a area amorfa e os picos. O
resultado obtido foi de 25,44%, valor compativel com os encontrados em amostras de feijdo
carioca (Phaseolus vulgaris L.) e diferentes leguminosas, com valores que variaram de 25 a

32,32% (Li et al., 2019; Ronko et al., 2021).
5.2.11 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A figura 10 representa a micrografia resultante da analise de microscopia eletrénica
de varredura da amostra AEU, em escalas de 100 e 50 um. A partir dela, é possivel notar,
predominantemente, morfologias ovais e elipsoidais, com uma pequena quantidade de granulos

com formatos irregulares.

Figura 10 - Micrografias dos granulos de amido de feijdo-caupi verde (V. unguiculata (L.)

Walp.) extraido por ultrassom com aumentos de 1000x (A) e 2000x (B).
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9/4/2024 | mag O | Hv WD | HPW  mode | de P —
10:11:40 AM | 1000 x | 5.00kv 157 mm | 414 pm  SE UFC - Central Analitica - Quanta FEG

13,432 4T

—~<=937

9/4/2024 mag [] HV WD HFW
10:09:51 AM | 2000 x | 5.00 kv | 15.7 mm | 207 pm

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Também é possivel perceber a dispersao dos granulos, com poucas aglomeracdes e
superficies lisas e continuas, com auséncia de fissuras ou poros. Tais caracteristicas mostram
gue a estrutura dos granulos se manteve integra durante o processo de isolamento, como
sugerido por Hoover et al. (2010), onde condigdes especificas durante o processo tendem a

preservar a morfologia nativa.
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Além disso, na figura 10B é possivel observar que o tamanho dos granulos é
variado, com média 19,041 £ 6,098 um. Tais valores estdo de acordo com o demonstrado por
Prazeres et al. (2025), que obteve tamanhos de grdo do amido de feijdo-caupi com diametro,
em média, de 16,44 + 3,82 um. Essa diferenca de dimensdes influencia diretamente em
caracteristicas do amido, tais como solubilidade ou sua capacidade de intumescimento (Jane et
al., 1999).

Dessa forma, os resultados obtidos indicam que a amostra AEU, extraida do feijao-
caupi verde apresenta caracteristicas e morfologia observada tipicamente em leguminosas,
estando de acordo com estudos de amidos provenientes de variadas cultivares de feijado-caupi.

(Prazeres et al., 2025; Hoover et al., 2010).

5.2.12 Cromatografia de permeacao em gel (GPC)

A Figura 11 demonstra a curva obtida ap6s a andlise de cromatografia por
permeacdo em gel (GPC) para a amostra AEU. A partir desta, € possivel determinar valores de

massa molar da amostra analisada.

Figura 11 - Cromatografia de Permeacdo em Gel para o amido de feijdo-caupi verde (V.

unguiculata (L.) Walp.) extraido por ultrassom.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Ao observar o gréafico, ao longo do eixo representando o Log (Mw), é possivel
observar uma distribuicio bimodal com populagdes de massas molares na ordem de 108 g mol ™.

Os picos possivelmente representam as fracGes de amilose e amilopectina, caracteristica
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normalmente encontrada em amidos de leguminosas, como destacou Nilsson et al. (2022), onde
0 autor observou 0 mesmo padrdo bimodal para amidos de diferentes partes de fava.

De acordo com Hoover et al. (2010) e Oyeyinka et al. (2020), a diferenca entre os
picos indicam uma maior concentracdo de amilopectina na estrutura da amostra, informacao
confirmada no presente trabalho e nos estudos dos autores, que relataram teores de amilopectina
acima de 65% em amidos de cultivares de feijdo-caupi. Ademais, foi calculado o indice de
polidispersividade da amostra, valor obtido da razéo entre Mw e Mn, demonstrados na tabela
4,

Tabela 4 - Valores de massas moleculares e polidispersividade obtidas através da andlise de

GPC para o amido de feijdo-caupi verde (V. unguiculata (L.) Walp.) extraido por ultrassom.

Amostra Mn* (g mol?) Mw** (g mol?) Polidispersividade (Mw/Mn)

EU 3,1x10° 5,5x10° 1,77

EU - amido extraido por ultrassom; *Massa molecular numérica média; **Massa molecular ponderal média.
Fonte: Elaborado pela autora (2026).

O indice de polidispersividade informa sobre a uniformidade do tamanho das
moléculas presentes na estrutura da amostra analisada. O valor encontrado para a amostra AEU
foi de 1,77, que demonstra uma dispersividade moderada, porém um resultado baixo quando
comparado com o estudo de diferentes leguminosas como a ervilha e feijdo mungo (Vigha

radiata), que obtiveram valores variando entre 2,35 a 3,58 (Zhang et al., 2023).

5.2.13 Analise termogravimétrica (TGA)

A Figura 12 demonstra um grafico resultante da analise termogravimétrica (TGA),
realizada na amostra AEU, onde é perceptivel o comportamento da amostra a medida que a
mesma sofre aquecimento, ou a sua estabilidade térmica. No grafico é possivel observar as
curvas que representam a perda de massa, em porcentagem, e 0s picos da curva DTG, que

representam a velocidade com que a perda de massa ocorre.

Figura 12 - Curva de degradagdo térmica e primeira derivada em funcdo do tempo para o

amido de feijao-caupi verde (V. unguiculata (L.) Walp.) extraido por ultrassom.
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Analisando o gréfico, percebe-se que o fendmeno da perda de massa ocorre em trés
principais intervalos, sendo o primeiro no intervalo entre 60 e 100 °C, ocorrendo uma perda de
14,89% do peso da amostra, e é associado, principalmente, a desidratacao, ou perda de umidade.
O segundo intervalo, que se inicia em 275,31 °C e termina em 365,64 °C e possui a maior perda
de massa, de acordo com Prazeres et al. (2025), esta associado a degradacéo das moléculas de
amilose e amilopectina e, por fim, € seguida por uma terceira etapa, entre 500 e 550 °C, que é
atribuida a formacdo de cinzas residuais.

Os resultados obtidos sobre o perfil térmico da amostra analisada estdo de acordo
com Prazeres et al. (2025), que realizou anélise termogravimétrica utilizando amostras de amido
de feijdo-caupi, semelhante ao presente estudo, e observou intervalos de perda de massa e picos
de DTG muito semelhantes, principalmente o pico de temperatura de DTG de 319,93 °C e com
intervalo principal de perda de massa entre 300 e 338 °C. Apesar da faixa de temperatura para
a decomposicdo principal ser um pouco diferente, Liu et al. (2019) explica que diferentes
condigdes, como taxa de aquecimento, umidade inicial da amostra, entre outras, podem afetar
as temperaturas durante o processo.

Em outro estudo, analisando o amido proveniente de feijdio mangalo (Lablab
purpureus L.), Prazeres et al. (2021) estudou o comportamento térmico do amido através da
analise termogravimétrica e observou, novamente, valores de perda de massa e DTG proximos
ao presente estudo, com picos endotérmicos de DTG em 63,68 °C e 324 °C e intervalo de
decomposic¢édo da amostra iniciando-se em aproximadamente 300 °C e terminando em 338 °C.
Nesse contexto, percebe-se a convergéncia no comportamento de amostras de amido de fontes

botanicas semelhantes, como leguminosas, a exemplo do feijdo.
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Por fim, os residuos resultantes da anélise foram de 3,21%, um valor considerado
baixo tendo em vista que Zhu et al. (2018) esclarece que o residuo final ira variar dependendo
da fonte botanica do amido em analise, podendo apresentar valores acima de 10%, enquanto
outros apresentam um intervalo de 3 a 7%. Dessa forma, é possivel perceber que a amostra
estudada ndo apenas apresenta um comportamento térmico compativel com estudos de

diferentes autores, mas também uma elevada pureza.
5.2.14 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A Figura 13 fornece o grafico obtido pela analise de Calorimetria Exploratoria
Diferencial (DSC) para a amostra AEU, extraida do feijdo-caupi verde. Nela, é possivel

observar o fluxo de calor durante o processo de fusao dos granulos.

Figura 13 - Termograma de DSC para o amido de feijdo-caupi verde (V. unguiculata (L.)
Walp.) extraido por ultrassom.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Ao analisar o gréafico, percebe-se um grande pico endotérmico, demonstrando que
a amostra absorve calor, e, pela utilizagdo do programa OriginLab (versdo 2025), foi possivel
obter os pontos de To (Temperatura inicial de fuséo), T, (Temperatura de pico de fuséo), Tc
(Temperatura de conclusdo) e o AH (Entalpia) do processo, sendo estes: To = 56,52 °C, Tp=
95,39 °C, Tc = 134,5 °C e AH = 60 J/g. Valores diferentes aos encontrados em diferentes

estudos, onde, para o amido de feijdo adzuki (Vigna angularis), os valores de To variaram entre
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51,43 °C € 98,50 °C, Tp de 73,33 a2 105,12 °C e T de 90,10 a 123,62 °C, por exemplo (Wu et
al., 2021).

Porém, a diferenga mais notéavel foi o valor de entalpia (AH) da amostra estando em
60 J/g, valor superior aos encontrados para os amidos de feijao adzuki (AH entre 8,14 a 30,21
J/g), feijéo carioca (Phaseolus vulgaris) (AH entre 8,2 e 10,1 J/g), arroz japonica (AH entre 5,15
e 6,98 J/g), feijao branco (AH = 12,13 J/g) e feijao fradinho (AH = 14,56 J/g) (Wu et al., 2021;
Ronko et al., 2021; Silva et al., 2021).

De acordo com os autores, diferentes fatores podem influenciar o processo de fusao
dos granulos, como a fonte botanica do amido, a organizagdo da molécula de amilopectina, o
grau de cristalinidade e suas proporc¢des no granulo. Por outro lado, a diferenca no valor de
entalpia pode estar associada a propor¢do de amilose e amilopectina no amido, na capacidade
de absorcao e presenca de 4gua ha amostra e no tamanho e morfologia dos granulos de amido
(Ronko et al., 2021; Silva et al., 2021).

5.3 Caracterizagao do extrato da vagem

5.3.1 Determinacédo de fenolicos totais

A determinacdo de fenolicos totais no extrato foi realizada analisando-se os dados
apresentados na Figura 14, utilizando uma curva de calibracdo com &cido galico (y = 0,0114x
—0,0241) e linearidade de R? = 0,9809.

Figura 14 - Grafico da curva de calibracdo padrdo com acido galico para o extrato
hidroalcodlico da vagem de feijao-caupi verde (V. unguiculata (L.) Walp.).
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).



67

O extrato da vagem do feijdo-caupi verde (Vigna unguiculata L. Walp) apresentou
teor de FT = 48,89 mg GAE/100 g amostra. VValor consistente com resultados obtidos por Sobral
et al. (2025), que realizou estudos com diferentes cultivares de feijdo-caupi e feijdo comum e
obtiveram valores na faixa de 32,21 até 100,23 mg GAE/100 g.

Por outro lado, Avanza et al. (2021) analisaram extratos de sementes e vagens de
feijdo-caupi da variedade Colorado, e obtiveram valores distintos dependendo do solvente
utilizado. Para a semente, os resultados variaram entre 12,88 e 65,68 mg GAE/ 100 g, enquanto
que para a vagem variaram de 16,70 a 44,35 mg GAE/100 g.

Portanto, percebe-se que o resultado obtido para a amostra estudada esta de acordo
com diferentes estudos, além de notar-se a possivel diferenca nos teores de fendlicos totais para

os diferentes cultivares de feijao.

5.3.2 Determinacgéo da atividade antioxidante

O potencial antioxidante do extrato da vagem foi analisado através da analise
ABTS, encontrando um resultado de 0,1344 + 0,0127 pmol trolox/g de amostra. Ressalta-se
que a presente amostra consiste de um extrato hidroalcodlico da vagem de feijdo-caupi da
variedade pingo d’ouro.

Levando-se em consideracdo extratos de diferentes variedades de feijdo, o resultado
obtido ¢ baixo, uma vez que, entre as diferentes variedades de feijao, como Phaseolus vulgaris,
Vigna angularis, entre outras, os valores encontrados para a analise ABTS variam de 39,4 umol
trolox/g a 109,1 pmol trolox/g (Tungmunnithum et al., 2021).

Por outro lado, Avanza et al. (2021) analisaram os efeitos de diferentes formas de
extragcdo (maceracao e com liquido pressurizado), bem como diferentes solventes (etanol, 4gua,
acido formico e acetona) nos resultados de rendimento e atividade oxidante de sementes e
vagens de feijdo-caupi da variedade Colorado. Os resultados obtidos demonstraram, em geral,
que as vagens possuem menor potencial antioxidante. Os valores variaram significativamente,
chegando a 0,066 mmol trolox/g até 2,283 mmol trolox/g, com os maiores valores sendo
atribuidos ao extrato aquoso da vagem.

Ja em um estudo mais recente, Traffano-Schiffo et al. (2025) avaliaram o extrato
etanolico da vagem de feijdo-caupi, também da variedade Colorado, porém por um processo
otimizado de extracdo e os resultados, dependendo do processo de extracdo, variaram de 0,5 até
1,3 mmol trolox/g.
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Desta forma, fica evidente que o potencial antioxidante final da amostra esta
fortemente ligado ao mecanismo de reagdo envolvido no processo (Tungmunnithum et al.,
2021). Entre os fatores que podem, e irdo, influenciar esta caracteristica estdo a variedade da
amostra, o tipo de solvente utilizado, o processo de extracdo, a concentracdo do solvente
utilizado e até mesmo a temperatura envolvida durante o processo extrativo (Avanza et al.,
2021; Traffano-Schiffo et al., 2025).

5.3.3 Toxicidade

5.3.3.1 Avaliacdo da seguranca nao clinica em Zebrafish (Danio rerio) adulto

5.3.3.1.1 Teste de campo aberto

De acordo com Ferreira et al. (2020), a finalidade do teste de campo aberto é
observar a ocorréncia de eventuais alteracdes na coordenacdo motora dos animais utilizados na
analise, neste caso, o Zebrafish (Danio rerio). Estas alteracbes podem se manifestar de diversas
formas, como um comportamento de retardamento, estresse ou ansiedade (Lemos et al., 2020).
A Figura 15 expressa os resultados obtidos nas analises para a amostra de extrato da vagem, em

diferentes concentracdes.

Figura 15 - Atividade locomotora dos zebrafish apds serem expostos a amostra de extrato

hidroalcodlico da vagem de feijao-caupi verde (V. unguiculata (L.) Walp.).
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Ao observar o grafico do extrato, pode-se notar que, em todas as concentracdes,
ocorreu uma diminui¢cdo do numero de cruzamento das linhas em relagdo ao grupo sem
tratamento (Naive). Porém, as concentracdes de 6,3 e 25 mg/mL ndo apresentaram diferenca
significativa, enquanto a maior concentracdao, de 50 mg/mL, apresentou a maior reducdo da
atividade locomotora dos peixes.

Tal resultado entra em concordancia com estudos envolvendo extratos vegetais
diversos, onde apresentam, em geral, alguma forma de influéncia no peixe, diminuindo ou
mesmo aumentando sua atividade locomotora. Souza et al. (2023) avaliaram os efeitos de
extrato etanolico de folhas de Ziziphus joazeiro Mart., enquanto Azevedo et al. (2024)
avaliaram os efeitos de extratos etandlicos de diferentes partes, como folhas, raiz e galhos, de
Ziziphus cotinifolia Reissek, e em ambas as pesquisas, foram observadas diminuigdes
significativas na atividade locomotora do peixe quando comparadas aos grupos controle.

Ja Lemos et al. (2020), ao testar diferentes concentracdes de Eugenol, componente
principal de 6leo essencial de cravo (Syzygium aromaticum), associa a acdo sedativa do
composto ao efeito de benzodiazepinicos, medicamentos utilizados no tratamento de ansiedade,
e que exibem o mesmo efeito em testes com Zebrafish.

Nascimento et al. (2018), por sua vez, destaca que o retardamento da acdo
locomotora nos peixes pode ser resultado de efeitos nocivos para o animal em teste, porém, o
presente estudo demonstrou que, mesmo a maior concentracdo testada, de 50 mg/mL, nédo
apresentou mortalidade no teste de toxicidade aguda. Sendo assim, pode-se concluir que o

extrato da vagem de feijdo-caupi pode estar associado com possiveis efeitos relaxantes.

5.3.3.1.2 Toxicidade aguda 96h

Através do teste de toxicidade aguda, pode-se estimar o valor da CLso do extrato da
vagem de feijdo-caupi, que é a concentracdo necessaria para que ocorra a morte de 50% dos
espéecimes utilizados no estudo (Senigalia et al., 2020). Analisando os resultados obtidos, pode-
se perceber que ndo ocorreram mortes em todas as concentracoes testadas. Desta forma, pode-
se afirmar que, nas condigdes do presente estudo, a CLso para o extrato da vagem é maior do

que a maior concentracdo analisada, ou seja, maior do que 50 mg/mL.

Tabela 5 - Determinacdo da toxicidade aguda 96h do extrato hidroalcodlico da vagem de

feijdo-caupi verde (V. unguiculata (L.) Walp.).
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Mortalidade Zebrafish 96h
Amostra -
CN C1 C2 C3 CLso
EX 0 0 0 0 > 50 mg/mL

CN - Grupo controle negativo: dgua destilada estéril e amido EU; C1 - grupo concentracéo 6,3 mg/mL; C2 -
grupo concentracdo 25,0 mg/mL; C3 - grupo concentracdo 50,0 mg/mL; CLso - concentracdo letal para matar
50% dos Zebrafish.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Este resultado estd de acordo com o estudo de Okwunakwe et al. (2021), que
analisou a toxicidade aguda do extrato aquoso-metanolico da vagem do feijdo-caupi em ratos
albinos. Os autores observaram que, mesmo em uma dose de 5000 mg/kg, ndo ocorreram
mortes em quaisquer individuos testados e, por fim, o autor destacou que compostos que
apresentam CLso oral acima desta dose podem ser considerados praticamente ndo-toxicos.

Outros estudos apresentaram resultados semelhantes. Uma formulacéo de xarope
contendo extrato da vagem de feijdo verde comum (Phaseolus vulgaris L.) também néo
apresentou mortalidade em doses de 2000 mg/kg frente a ratos albinos. Ainda, um estudo
utilizando extrato etandlico da vagem de Parkia Speciosa constatou que 0 mesmo nhao
apresentou mortalidade ou sintomas toxicos nas dosagens de 300, 2000 e 5000 mg/kg (Fitrya
etal., 2021; Noorulla et al., 2024).

5.3.4 Determinagédo da atividade antimicrobiana

5.3.4.1 Difusdo em agar

A difusdo em agar € um método in vitro capaz de demonstrar a resposta de agentes
antimicrobianos frente a diferentes microrganismos patogénicos (BrCAST/EUCAST, 2021).
Através desta técnica, pode-se relacionar o efeito apresentado pela amostra analisada,
comparando-o a antibioticos utilizados como controle, e que possuem efeitos inibitorios frente
as cepas de microrganismos utilizados na analise (BrCAST/EUCAST, 2022).

No presente estudo, foram utilizados como controles a amicacina (30pg), com
inibicdo sobre Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, e a gentamicina (10pug), com
inibicdo sobre a Escherichia coli e Salmonella Typhimurium..

A Tabela 6 apresenta os valores, em mm, dos halos de inibi¢do obtidos para a
amostra de extrato da vagem de feijdo-caupi frente a diferentes microrganismos patogénicos. A
amostra analisada apresentou atividade microbiana apenas para 0 microrganismo S. aureus,

resultado também observado por Kingsley e Abraham (2022), que analisaram a atividade
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antimicrobiana de extratos metandlicos das sementes de feijdo-caupi frente a 7 diferentes cepas

de microrganismos.

Tabela 6 - Valores de atividade antimicrobiana por difusdo em agar do extrato hidroalco6lico

da vagem de feijdo-caupi verde (V. unguiculata (L.) Walp.), frente a diferentes

microrganismos.

Amostra Microrganismo
EX SA EC ST LM
100,00% 12,567 +0,252 00,00 00,00 00,00
75,00% 9,057+1,405 00,00 0+0,00 00,00
50,009 8357+1319 00,00 0+0,00 00,00
" Amicacina (30pg)  2150£071  ND ND  2400+141
" Gentamicina (10pg) ND 13504071 15504071 ND '

Médias seguidas de desvio padrdo; Resultados expressos em milimetros (mm); EX - extrato; SA - S. aureus; EC
- E. coli; ST - Salmonella Typhimurium; LM - L. monocytogenes; ND - ndo determinado.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Por outro lado, diferentes autores analisaram diferentes extratos de vagens de fava

e ervilhas frente a microrganismos diversos como S. aureus, E. coli, S. Typhimurium e outros

microrganismos. Os resultados obtidos frente ao microrganismo em questdo (S. aureus),

demonstraram halos de inibicdo variando de 8 mm até 17 mm, com o maior valor sendo para o

extrato metandlico e o menor sendo do extrato aquoso (Kingsley, Abraham, 2022; Elbadrawy,

Mostafa, 2023; Fendri et al., 2022), semelhante ao observado no presente trabalho, onde o halo

de inibig&o variou de 8,357 mm a 12,567 mm, dependendo da concentragdo do extrato.

Ainda, de acordo com Fendri et al. (2022), microrganismos Gram-positivos sao
mais suscetiveis a acdo de fitoquimicos. O autor destaca que essa diferenca esta relacionada a
parede celular de bactérias Gram-negativas, que possuem propriedades de barreira contra

antibidticos, sejam eles naturais ou sintéticos.

5.3.4.2 Microdiluicdo em placas

5.3.4.2.1 Determinacdo da concentracao inibitoria minima (CIM)
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A técnica de microdiluicdo em placas foi utilizada para determinar a concentracéo
inibitéria minima (CIM) e a concentracédo bactericida minima (CBM), respectivamente. A CIM
pode ser definida como a concentracdo minima requerida para que nao ocorra o crescimento da
populacdo bacteriana em condicGes favoraveis para tal (Schrader, Botella e Vaubourgeix,
2023).

A Figura 16 mostra os resultados obtidos para a anélise da concentragdo inibitoria
minima (CIM) para o extrato da vagem do feijdo-caupi. Através da mesma, pode-se constatar
gue a concentracdo minima do extrato para que ocorresse a inibicdo dos microrganismos

patogénicos utilizados no estudo foi de 25 mg/mL.

Figura 16 - Valores da concentracdo inibitdria do extrato hidroalcoolico da vagem de feijédo-
caupi verde (V. unguiculata (L.) Walp.), frente a diferentes microrganismos.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

O resultado obtido €é consistente com diferentes estudos, a exemplo de Salamandane
et al. (2025), onde o autor avaliou a atividade antimicrobiana e antifingica de extratos de
diferentes partes de cinco variedades de feijao-caupi, incluindo a vagem. Em seu estudo,
realizado frente a Listeria innocua, Listeria monocytogenes, E. coli e Salmonella
Thyphimurium, foram observados valores de inibicdo minima, para os extratos das vagens,
variando entre 5 mg/mL até o valor maximo de 87,7 mg/mL, dependendo da variedade.

Por outro lado, Fendri et al. (2022), em seu estudo com com extratos da vagem de
ervilhas e fava, observou valores de CIM variando de 2,62 mg/mL até 21,42 mg/mL
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dependendo do tipo de extrato utilizado, com maiores valores sendo para os extratos etanolicos
e menores para extratos aquosos.

Ja em um estudo realizado por Fasogbon, Odewade e Omojoyegbe (2021), os
autores analisaram o potencial antimicrobiano de extratos das vagens da arvore da goma arabica
(Acacia nilotica ou Vachellia nilotica). No estudo, foram avaliados os efeitos dos extratos
aquosos e etandlicos das vagens frente a cepas de E. coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella
pneumonia e Pseudomonas aeruginosa e os valores CIM obtidos, para o extrato aquoso foram,
respectivamente, de 50 mg/mL, 12,5 mg/mL, 25 mg/mL e 12,5 mg/mL, enquanto que para o
extrato etandlico foram de 12,5 mg/mL (para E. coli e Salmonella typhi) e 6,25 mg/mL (para

Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa).
5.3.4.2.2 Determinag&o da concentragdo bactericida minima (CBM)

A concentracdo bactericida minima (CBM), por sua vez, pode ser entendida como
a menor concentracao necessaria para que ocorra a morte da populacéo bacteriana utilizada no

estudo (Schrader, Botella e Vaubourgeix, 2023).

Tabela 7 - Valores da concentracdo bactericida do extrato hidroalco6lico da vagem de feijdo-
caupi verde (V. unguiculata (L.) Walp.), frente a diferentes microrganismos.

Microrganismo
SA LM EC ST

EX <6,25mg/mL  <6,25 mg/mL > 50 mg/mL > 50 mg/mL

EX - extrato; SA - S. aureus; EC - E. coli; ST - Salmonella Typhimurium; LM - L. monocytogenes.
Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Amostra

A Tabela 7 apresenta os valores de CBM obtidos para o extrato da vagem de feijéo-
caupi frente aos microrganismos E. coli, Salmonella typhimurium, S. aureus e Listeria
monocytogenes. Percebe-se que os valores de CBM para as bactérias Gram-negativas (E. coli e
Salmonella typhimurium) foram maiores, sendo iguais ou maiores que 50 mg/mL, enquanto que
para 0s microrganismos Gram-positivos, os valores chegaram a ser iguais ou menores que 6,25
mg/mL, conformando com a maior suscetibilidade de microrganismos Gram-positivos
destacada por Fendri et al. (2022) em seu estudo.

Ademais, o resultado esta em conformidade com diferentes estudos sobre atividade
antimicrobiana de extratos vegetais, como, por exemplo, os valores de CBM obtidos para os

extratos das vagens de cinco diferentes variedades de feijdo-caupi, que variaram de 20,3 mg/mL
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até 87,7 mg/mL, onde os menores valores também foram obtidos frente a microrganismos
Gram-positivos, sendo eles a Listeria innocua e Listeria monocytogenes. Os valores também
variaram dependendo da variedade estudada (Salamandane et al., 2025).

Por fim, Fasogbon, Odewade e Omojoyegbe (2022), encontraram valores de CBM
para extratos aquosos e extratos etanolicos das vagens de Acacia nilotica e seus valores foram
bem semelhantes ao presente estudo, variando de 6,25 mg/mL até 50 mg/mL, onde os autores

encontraram valores menores para o extrato etandlico.

5.4 Caracterizacao das microesferas

5.4.1 Determinagao de cor

A Tabela 8 demonstra os valores obtidos para cada coordenada de cor para a

amostra de microesferas.

Tabela 8 - Coordenadas L*, a*, b*, obtidas para as microesferas.

Coordenada Valor
L* 63,02 + 0,032
ax 1,84 £ 0,010
b* -1,99 + 0,006

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Ao analisar os resultados e comparando-0s com 0s obtidos para a amostra de amido,
conforme Tabela 2, nota-se valores muito similares. Nesse contexto, percebe-se que as
caracteristicas referentes a cor do amido, ao ser utilizado como material de parede para as
microesferas, ndo foram afetadas significativamente durante o processo de secagem por
atomizacéo.

Em comparagdo, Zhang et al. (2022) realizaram estudos para caracterizar
microesferas contendo amido de feijdo mungo e whey protein, em diferentes proporc¢des, como
material de parede e, para a microesferas em propor¢do 1:9 (whey protein:amido), obteve
valores de L*, a* e b* sendo, respectivamente, 83.55 + 0.65, 14.87 + 0.36 e 34.86 + 0.63.
Confirmando, novamente, que as caracteristicas de cor irdo variar de acordo com a origem

botanica do amido utilizado.

5.4.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)
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A Figura 17 apresenta o espectro de infravermelho das microesferas, obtido através
da analise de Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier. Ao se analisar a
figura, pode-se perceber picos muito semelhantes aos obtidos para a amostra AEU (Figura 4),

tanto em formato, quanto em seus valores.

Figura 17 - Espectro de infravermelho para as microesferas.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Nesse contexto, pode-se concluir que o processo de atomizacdo ndo alterou de
forma significativa a estrutura da amostra utilizada como material de parede, permanecendo a
mesma (Qiu et al., 2022).

Com isso, 0s picos caracteristicos do material sdo mantidos e associados as mesmas
ligacGes citadas no item 5.2.8, onde o pico em 3417 cm™ esta associado a ligagdo O-H, os picos
em 2929, 1415 e 1369 cm™ & ligagBes C-H e o chamado “fingerprint”, compreendendo os picos
1155, 1080, 1024, 931 e 858 cm™, esta associado a estiramentos C-O e C-O-C de ligacdes
glicosidicas. (Combrzynski et al., 2021; Abdullah et al., 2018; Qi et al., 2024).

Em pesquisas envolvendo a microencapsulacéo de propolis e mel, utilizando amido
nativo de batata como material de parede da microesfera, foram observados picos principais
muito semelhantes, em 3426, 2929, 1644, 1462, 1084 e 968 cm™. Ja para a utilizacdo de amido
modificado de milho no processo de microencapsulacéo, foram observados picos em valores
também semelhantes, em 2929, 1733, 1465, 1159 e 997 cm™. Os autores destacam que picos

presentes em torno de 1636 e 1644 cm™ estéo associados a grupos funcionais carbonila e cetona,
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normalmente de lipidios, compostos fendlicos ou flavonodides (Ligarda-Samanez et al., 2023;
Qiu et al., 2022).

Dessa forma, ndo apenas o processo de microencapsulacdo nao alterou as
caracteristicas do material de parede, como também o resultado observado esta de acordo com

analises feitas com amidos de diferentes fontes botanicas.

5.4.3 Difracao de raios-X (DRX)

Na Figura 18, tem-se o difratograma de Raio-X para as microesferas. Diferente do
que foi observado na amostra AEU (Figura 7), notam-se apenas 2 picos distintos, sendo um
menor em 14,46° e um pico principal em 23,26°, com indice de cristalinidade relativa de
34,36%.

Figura 18 - Difratograma de Raio-X para as microesferas.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Song et al. (2021) realizaram estudos utilizando amido de batata como material de
parede para encapsulacdo e, semelhantemente, obtiveram em sua anélise um Unico pico em
torno de 20,5° e cristalinidade relativa de 34,9%. Os autores destacam que a presencga de apenas
um pico indica que a estrutura cristalina dos granulos de amido tenha sido destruida e, em seu
lugar, surgido uma estrutura amorfa.

Esse fenbmeno também é observado por Xie et al. (2023) em estudo com

microesferas contendo amido modificado como material de parede, os autores propdem uma
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hipotese de que a cristalinidade das microesferas tenha sido afetada pelo processo de spray

drying.

5.4.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As Figuras 19A e 19B representam as micrografias obtidas a partir da analise de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das microesferas, em escala de 20 pm e 10 pm,

respectivamente.

Figura 19 - Micrografias dos granulos das microesferas com aumentos de 5000x (A) e 10000x

(B).

| e
E .

8 &

9/4/2024 mag [ ve | wD HPW | mode | det 20 ym

"
10:17:12AM 5000 x | 5.00 kV | 15.7 mm | 829 ym | SE ETD UFC - Central Analitica - Quanta FEG

9/4/2024 ‘mag OO | HVY wo HRW | t S— 10 pnr
10:16:18 AM | 10000 x | 5.00 kV | 15.7 mm | 41.4 pm | SE ETD UFC - Central Analitica - Quanta FEG

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Ao observar as micrografias, € possivel perceber formatos e texturas diferentes das

obtidas para a amostra AEU. Ao contrario dos formatos ovais e superficies lisas do amido, as
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microesferas apresentaram morfologias predominantemente redondas, com tamanho médio de
3,421 + 1,452 pm e superficie porosa.

Além disso, pode-se notar também tamanhos bem variados, e microesferas com
formatos irregulares. Guo et al. (2022) observaram morfologias predominantemente irregulares
em microesferas sintetizadas com amido de milho soltvel ou amido comercial soltivel. Os
autores esclarecem que os formatos irregulares sdo ocasionados pela rapida desidratacdo
durante o processo de spray drying.

De acordo com Gallotti et al. (2020), a superficie das microesferas é afetada pela
capacidade do material de parede de reter o material interno da cépsula, o extrato. Segundo o
autor, quanto melhor a capacidade de retencdo do material, mais regulares e lisas s@o as
superficies.

Por fim, é possivel perceber que o amido utilizado como material de parede
apresentou resultado positivo ao conseguir encapsular o extrato sem aparente acimulo do

mesmo na superficie das microesferas.

5.4.5 Anédlise termogravimétrica (TGA)

A Figura 20 representa o grafico obtido na andlise termogravimétrica (TGA) das
microesferas. E possivel observar um comportamento muito semelhante ao observado para a

amostra AEU, incluindo os valores de temperatura, perda de massa e DTG.

Figura 20 - Curva de degradacdo térmica e primeira derivada em funcdo do tempo para as

microesferas.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).
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Enquanto a amostra de amido iniciou o seu principal evento de perda de massa em
275 °C, as microesferas iniciaram em 262 °C, representando uma estabilidade térmica um
pouco menor. Porem, a temperatura Toumout fOI Mmuito semelhante, com 365 °C para o amido e
368 °C para as microesferas e 0s picos de DTG em 62,50 e 317,37 °C, para 0 amido e 68,85 e
301,29 °C para as microesferas.

Em estudos utilizando amido nativo de batata e amido modificado de batata como
materiais de parede para microencapsulacdo de extratos, os autores observaram um
comportamento muito semelhante ao encontrado na presente amostra, com pequenas
diferencas. O primeiro evento de perda de massa iniciando-se em torno de 40 e 50 °C, porém
com leve pico de DTG em torno de 47 e 48 °C, enquanto o encontrado na presente amostra foi
de 68,85 °C, 0 segundo e maior evento de perda de massa iniciou-se em torno de 273 e 316 °C,
com pico de DTG em torno de 317 °C, valores semelhantes ao observado no presente estudo,
demonstrando a alta estabilidade térmica de amidos como material de parede para
microencapsulacdo. Os autores também destacam que a decomposicdo dos materiais
encapsulados ocorre em temperatura maiores que 200 °C devido a suas interacdes com o
material de parede usado no processo de encapsulacdo (Ligarda-Samanez et al., 2022; Ligarda-
Samanez et al., 2023).

Dessa forma, como observado nas demais andlises realizadas, o processo de
microencapsulacao por spray drying, apesar de resultar em pequenas diferencas nos resultados
obtidos, ndo afetou significativamente a estrutura do amido utilizado como material de parede

para a microencapsulacdo, mantendo suas caracteristicas apds o processo.

5.4.6 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A Figura 21 representa o gréafico da analise de Calorimetria Exploratdria Diferencial
(DSC) para as microesferas. Ao observar o grafico, nota-se a semelhanga com o resultado
obtido para a amostra AEU, com um grande pico endotérmico e, semelhantemente, os valores
obtidos nos pontos de temperatura foram: To = 50,94 °C, T, = 86,33 °C, T, = 136,67 °C ¢ AH
= 58,25 J/g.

Figura 21 - Termograma de DSC para as microesferas.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Dessa forma, € possivel observar um comportamento semelhante a amostra AEU,
demonstrando que a estrutura do amido néo foi afetada significativamente durante o processo
de spray drying para a formacéo das microesferas.

Resultado semelhante ao obtido por Zhao et al. (2025), que observaram que as
microesferas de betacaroteno e quercetina, utilizando amido poroso de arroz como material de
parede, obtiveram valores de To, Tp, Tc € AH semelhantes ao amido nativo. Além disso, o autor
notou que 0s compostos ativos encapsulados também sofreram alteracdo em seus valores de

temperatura e entalpia, aproximando-se aos valores do amido.

5.4.7 Determinacdo da atividade antioxidante

Ao analisar o potencial de atividade antioxidante das microesferas contendo o
extrato da vagem, foi possivel perceber uma grande diminuicdo do valor obtido para a analise
ABTS, apresentando um valor de 0,00283 £ 0,000479 umol trolox/g de amostra.

A reducdo no valor da atividade antioxidante também foi observada por Nguyen,
Tran e Thi Le (2021), onde os autores compararam a capacidade antioxidante do extrato da
casca de cacau (Theobroma cacao L.) puro e microencapsulado. Em suas anélises, foi percebido
uma grande diminuicdo dos valores de capacidade antioxidante das amostras de microesferas
em relacdo ao extrato puro, onde o valor diminuiu de 102,96 mg trolox/g para o extrato, até
25,48 mg Trolox/g para as microesferas.

Em outro estudo, Fuentes et al. (2023), ao analisar o efeito da microencapsulagéo

de extratos de casca e semente de mamao, com diferentes concentracdes de maltodextrina,
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foram capazes de perceber que, dependendo da concentracdo do material de parede usada,
ocorria uma maior redugdo da atividade antioxidante. Os extratos da casca e semente
apresentaram valores de, respectivamente, 270 e 258 pumol trolox/g, enquanto os extrat0S
microencapsulado apresentaram valores inferiores, variando entre 200 ¢ 110 pumol trolox/g,
dependendo da concentragdo do material de parede.

Desta forma, pode-se perceber que a atividade antioxidante das amostras de
microesfera provavelmente foi afetada devido a formulacao utilizada, onde a concentracdo de
extrato da vagem utilizado no processo foi bem inferior em relacdo ao material de parede

utilizado.
5.4.8 Toxicidade
5.4.8.1 Avaliacdo da seguranca nao clinica em Zebrafish (Danio rerio) adulto
5.4.8.1.1 Teste de campo aberto

A Figura 22 expressa os resultados obtidos para a analise de atividade locomotora
de Zebrafish para a amostra de microesferas, em concentracdes distintas. Distintamente ao
observado nos testes contendo amostras de extrato da vagem, as amostras de microesferas ndo
influenciaram significativamente a locomocao dos espécimes, demonstrando uma aparente

auséncia de efeitos sedativos aos peixes.

Figura 22 - Atividade locomotora dos zebrafish apds consumo serem expostos a amostra das

microesferas.
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Um fendmeno diferente foi observado por Silva et al. (2023), ao avaliar o efeito da
microencapsulacdo nas atividades antimicrobianas e propriedades toxicolédgicas do extrato de
cha verde. Os autores observaram que o processo de encapsulacdo nédo influenciou o efeito do
extrato sobre a atividade locomotora dos espécimes testados, com ambos apresentando efeitos
sedativos.

Em concordancia, Rosa et al. (2025) estudaram o efeito de microesferas de
hialuronato de sodio na seletividade da acéo antitumoral de acido anacardico. Em seu estudo,
0s autores realizaram a analise de toxicidade aguda e de atividade locomotora em zebrafish e,
tanto as amostras de microesferas controle quanto as microesferas contendo o acido, nao
apresentaram efeitos nos peixes durante a analise.

Desta forma, o resultado obtido no presente estudo pode estar associado a diferentes
fatores, como o processo de microencapsulacdo, o material de parede utilizado ou até mesmo

as concentracdes do material de parede e extrato utilizado na formulagdo das microesferas.

5.4.8.1.2 Toxicidade aguda 96h

A analise de toxicidade aguda para as amostras de microesferas revelou resultados
semelhantes aos do extrato puro da vagem. Novamente, ndo ocorreram mortes em nenhuma das
concentraces testadas, conforme observado na Tabela 9, levando-se a concluséo de que a CLso

das amostras de microesferas é superior a maior concentracéo analisada, ou seja, maior que 100

mg/mL.
Tabela 9 — Determinacao da toxicidade aguda 96h das microesferas.
Mortalidade Zebrafish 96h
Amostra -
CN C1 C2 C3 CLso
MC 0 0 0 0 > 100 mg/mL

CN - Grupo controle negativo: dgua destilada estéril e amido EU; MC - microesferas; C1 - grupo concentracdo
50,0 mg/mL; C2 - grupo concentragdo 75,0 mg/mL; C3 - grupo concentracdo 100,0 mg/mL; CLso - concentracao
letal para matar 50% dos Zebrafish.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Apesar de seguir 0 mesmo parametro para a amostra de extrato puro, pode-se
afirmar que, provavelmente, a CLso para as microesferas foi ainda maior do que a do extrato,
conforme evidenciado por Faria et al. (2020), onde comparou-se a CLso de extratos de fruto de

café verde puro e encapsulado. Os resultados demonstraram que a concentracdo letal para o
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extrato puro foi de 5000 mg/kg em ratos albinos, enquanto a mesma concentracdo, para a
amostra encapsulada, ndo apresentou mortalidade, apesar de apresentar outros sintomas.

Por sua vez, Zhou et al. (2024) analisou os efeitos da microencapsulagédo, com
amido poroso de milho, de avermectina no controle e reducao de riscos ambientais. O teste de
toxicidade aguda foi realizado em zebrafish adulto, como no presente estudo, e foi observado
que as microesferas apresentaram toxicidade significativamente menores, obtendo valores de
CLso superiores.

Nesse contexto, pode-se concluir que a CLso foi superior a CLsp do extrato puro da
vagem do feijdo. Tal caracteristica pode estar atrelada tanto a estabilidade do material de parede,
a liberacdo controlada do extrato quanto a menor concentracdo de extrato utilizado na

atomizacdo das microesferas.

5.4.9 Determinacao da atividade antimicrobiana

5.4.9.1 Difusdo em agar

A Tabela 10 demonstra os valores de halo de inibi¢cdo obtidos para as amostras das
microesferas, através da analise de atividade antimicrobiana por difusdo em &gar. A andlise,
semelhantemente a realizada para o extrato da vagem, ocorreu frente a microrganismos Gram-
positivos (S. aureus e L. monocytogenes) e Gram-negativos (E. coli e S. Typhimurium) e aos

antibidticos amicacina e gentamicina, com seus respectivos halos de inibicéo.

Tabela 10 — Valores de atividade antimicrobiana por difusdo em agar das microesferas, frente

a diferentes microrganismos.

Amostra Microrganismo
MC SA LM EC ST
100,00% 11,633+0,473 00,00 00,00 00,00
75,00% 9,767+0,700 00,00 0+0,00 00,00
50,009 8,233+0,603 00,00 0+0,00 00,00
" Amicacina (30pg)  21,50£071  ND ND 24004141
" Gentamicina (10ug) ND 13504071 15504071 ND '

Médias seguidas de desvio padrdo; Resultados expressos em milimetros (mm); MC - microesferas; SA - S.
aureus; EC - E. coli; ST - Salmonella Typhimurium; LM - L. monocytogenes; ND - ndo determinado.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Ao analisar os resultados, pode-se notar que os tamanhos dos halos de inibi¢do das
microesferas foram bem proximos aos halos observados somente para o extrato, em todas as
concentracdes, um resultado diferente do observado por Yoplac et al. (2021), onde os autores
analisaram a atividade antimicrobiana de diferentes misturas de citral e de microesferas
contendo estas misturas frente a diferentes microrganismos. Os autores encontraram halos de
inibicdo maiores para as misturas puras de citral (6,73 mm a 15,03 mm) quando comparados
aos encontrados para as microesferas (em torno de 7,38 mm).

Porém, através de microesferas, a interacdo do extrato ocorre de forma diferente.
Uma maior area de contato superficial ird& melhorar o processo de difusdo do extrato pela
membrana celular do microrganismo e, por sua vez, a liberagdo controlada do extrato pela
microesfera promovera um maior tempo de acdo da atividade antimicrobiana (Lu et al., 2018;
Majeed et al., 2016).

Neste contexto, pode-se afirmar que o resultado obtido na analise das microesferas
foi muito promissor tendo em vista que, no processo de formulagdo das microesferas, foi
utilizada uma concentracdo muito menor de extrato e, ainda assim, foi possivel observar

atividade antimicrobiana.
5.4.9.2 Microdiluicdo em placas
5.4.9.2.1 Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM)

A Figura 23 mostra o grafico com os resultados obtidos para a analise de
concentracdo inibitoria minima (CIM) para as microesferas frente aos mesmos microrganismos
utilizados para a analise do extrato, sendo 2 Gram-positivos (S. aureus e L. monocytogenes) e

2 Gram-negativos (E. coli e S. Typhimurium).

Figura 23 - Valores da atividade inibitoria das microesferas, frente a diferentes
microrganismos.
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Ao analisar os resultados obtidos, é possivel perceber que a amostra ndo apresentou
atividade inibitéria frente a S. Typhimurium, enquanto os valores de CIM apresentaram
aumentos em relacdo a amostra pura de extrato da vagem, tal fenémeno pode estar associado a
menor concentracdo de extrato utilizado na formacgéo das microesferas.

Os dados e resultados obtidos também estdo de acordo com o estudo realizado por
Kuley et al. (2021), onde os autores compararam o potencial antimicrobiano de amostras puras
de extratos etanolico e aquoso de propolis com sobrenadante de L. plantarum e amostras
microencapsuladas contendo tais extratos, frente a diferentes microrganismos. Em seus
resultados, foi possivel perceber que as amostras puras, em geral, apresentaram valores
menores, com concentracdes a partir de 3,12 mg/mL até 50 mg/mL, enquanto as microesferas
apresentaram valores maiores, a partir de 25 mg/mL até 50 mg/mL.

Sharayei, Azarpazhooh e Ramaswamy (2020) destacam que diversos fatores podem
influenciar nas caracteristicas finais da amostra microencapsulada, como o tipo de processo
realizado na microencapsulacéo, a concentragdo do material de parede da microesfera, bem
como as condi¢Bes ambiente em que a amostra é armazenada. Dessa forma, as caracteristicas
como propriedade de parede da microesfera, a liberacdo e difusdo do extrato encapsulado e a
concentracdo do extrato utilizado irdo influenciar os resultados das analises das propriedades

antimicrobianas da amostra final.

5.4.9.2.2 Determinacao da concentracéo bactericida minima (CBM)
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Diferentemente dos valores encontrados para o extrato puro da vagem, os valores
obtidos, como descrito na Tabela 11, foram superiores a 50 mg/mL para todos os
microrganismos. Desta forma, nota-se um resultado positivo em relacdo ao mesmo, tendo em
vista que a acdo antimicrobiana foi mantida, apesar da menor concentracdo de extrato presente

nas microesferas.

Tabela 11 - Valores da concentracdo bactericida das microesferas, frente a diferentes
microrganismos.

Microrganismo
SA LM EC ST

MC > 50 mg/mL > 50 mg/mL > 50 mg/mL > 50 mg/mL

MC - microesferas; SA - S. aureus; EC - E. coli; ST - Salmonella Typhimurium; LM - L. monocytogenes;
Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Amostra

O resultado também esta de acordo com o apresentado por Kuley et al. (2021), onde
os valores obtidos de CBM por suas amostras de microesferas contendo extratos etanolicos e
aquosos de prépolis com sobrenadante de L. plantarum foram todas iguais ou superiores a 50
mg/mL, demonstrando comportamento similar as amostras de microesferas do presente estudo.

Tu et al. (2020) realizou um estudo comparativo da atividade antimicrobiana de
6leo essencial de canela frente a 5 espécies diferentes da bactéria Ralstonia solanacearum. Em
sua pesquisa, realizou-se, entre outros aspectos, a analise da concentracdo bactericida minima
(CBM) do o6leo essencial de canela puro e microencapsulado, obtendo valores de CBM
superiores para as microesferas. O extrato puro obteve valores entre 0,09 e 0,23 mg/mL, e as
microesferas obtiveram entre 0,17 e 0,44 mg/mL, valores préximos ao dobro dos valores do
extrato puro.

Desta forma, pode-se perceber um comportamento semelhante entre os potenciais
antimicrobianos de amostras puras e microencapsuladas. Esta diferenca, como dito
anteriormente, esta atrelada as caracteristicas de barreira, de liberacao controlada, a estabilidade
e a concentracdo de extrato presente nas microesferas (Tu et al., 2020; Sharayei, Azarpazhooh

e Ramaswamy, 2020).
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6 CONCLUSAO

Através do presente trabalho pode-se concluir que o feijdo-caupi verde representa
uma étima alternativa para obtencdo de amido. A extracao assistida por ultrassom proveu um
amido com caracteristicas fisico-quimicas tipicas de carboidratos, com elevada pureza,
morfologia preservada, padrdo cristalino tipico de amidos convencionais e estabilidade térmica
propicia para aplicacdes industriais.

O extrato, por sua vez, apresentou atividade antioxidante e teor de compostos
fendlicos menor do que o esperado, além de causar a reducdo da atividade locomotora dos
zebrafish. Entretanto, demonstrou consideravel atividade antimicrobiana frente ao
microrganismo S. aureus. Tais achados sugerem que o método extrativo empregado pode nao
ter sido 0 mais eficiente para a recuperacdo de compostos fendlicos ou de metabdlitos com
potencial antioxidante. Dessa forma torna-se extremamente importante a realizagcéo de estudos
complementares utilizando solventes de diferentes polaridades, bem como a aplicacdo de
técnicas extrativas alternativas, visando maximizar o rendimento e ampliar a caracterizacdo
fitoguimica e bioldgica do extrato.

Ademais, as microesferas utilizando a mistura amido+extrato também apresentaram
consideravel atividade antimicrobiana frente ao microrganismo S. aureus, demonstrando que
o complexo formado foi capaz de auxiliar na manutencdo das propriedades do extrato, bem
como na preservacao das caracteristicas morfologicas e fisico-quimicas do amido.

Diante do exposto, os resultados validam que os residuos (vagem) e subprodutos
(feijoes com defeitos leves) gerados pelo beneficiamento do feijao-caupi verde tém potencial
para serem convertidos em produtos de maior valor agregado, cooperando tanto para o
desenvolvimento de novos produtos quanto para praticas industriais mais sustentaveis. Por fim,
a auséncia de estudos sobre a obtengdo de microesferas utilizando o extrato da vagem de feijdo-
caupi verde e 0 amido extraido do proprio gréo salienta o carater inovador do presente trabalho,

possibilitando a realizacdo de novas pesquisas seguindo a mesma vertente.
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