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RESUMO

As flores azuis de Centaurea cyanus L. e Clitoria ternatea L. sdo usadas na medicina
popular tradicional por apresentarem propriedades terapéuticas. A maioria dos
estudos dos compostos bioativos utilizam como solventes de extracdo alcool metilico
e alcool etilico acidificados com HCI ou H2SO4, sendo considerados prejudiciais ao
organismo humano se consumidos. Os extratos destas plantas sdo consumidos na
forma de ch@, extraidos com 4gua quente, pela populacdo. Diante disso, o objetivo
do presente estudo foi avaliar a influéncia da temperatura e tempo na extracdo dos
compostos bioativos com solvente atdxico e nas propriedades funcionais in vitro dos
extratos das pétalas de C. cyanus e C. ternatea. O delineamento composto central
rotacional 22 foi utilizado para avaliar o efeito dos fatores temperatura e tempo na
extracdo dos compostos bioativos. Os resultados foram analisados por meio da
regressao linear multipla e analise por componentes principais. No extrato aquoso
de pétalas de C. cyanus somente a temperatura influenciou o teor de compostos
fendlicos totais, flavonoides n&o-antocianicos, e atividade antioxidante in vitro pela
captura do radical DPPH. A temperatura de 68,3 °C e o tempo de 51,12 min foi a
melhor condicdo para maximizar o teor de compostos bioativos e as propriedades
funcionais in vitro. Os &cidos clorogénico, cafeico, ferdlico e p-cumarico,
isoquercitrina, cumarina, cianidina 3-O-(6-O-succinilglicosideo)-5-O-glicosideo, e a
apigenina 7-O-B-D-glucuronido-4'-O-(6-O-malonilglicosideo) foram identificados no
extrato aquoso otimizado de pétalas de C. cyanus. As propriedades funcionais in
vitro apresentadas foram inibicdo da peroxidacgdo lipidica, atividade anti-hemolitica e
anti-hipertensiva. E baixa citotoxicidade (> 900 pg/mL) para as linhagens celulares
HepG-2, Caco-2 e A549 e acado pro-oxidante em célula HepG-2 (10-100 pg/mL) sem
causar danos e morte celular. As antocianinas presentes no extrato otimizado
apresentaram um equilibrio reversivel e atividade antioxidante com a variacdo do
pH. No extrato aquoso de pétalas de C. ternatea, a otimizacao indicou que os teores
de compostos bioativos, atividade antioxidante in vitro, e parametros de cor foram
semelhantes entre as temperaturas de 11,7 a 68,3 °C por 8,47 a 51,12 min. A
analise por componentes principais revelou a temperatura de 40 °C por 30 min para
maximizar a extracdo de compostos fendlicos totais. O extrato bruto liofilizado de
pétalas de C. ternatea (EBLPCT) apresentou propriedades funcionais in vitro,
atividades anti-hemolitica, inibidoras da enzima conversora de angiotensina | (ECA-
), das enzimas a-amilase e a-glicosidase, e da peroxidacdo lipidica em sistema
biolégico. O extrato parcialmente purificado de pétalas de C. ternatea (EPPCT)
mostrou maior capacidade de absorcéo de radicais de oxigénio, inibicdo da ciséo de
DNA por radicais peroxila, e inibicdo da oxidacdo do colesterol LDL induzida por
cobre. Ambos os extratos EBLPCT e EPPCT apresentaram baixa citotoxicidade
frente as linhagens celulares A549, HCTS8, e IMR90 (> 900 yg/mL), e apresentaram
atividade antioxidante intracelular contra espécies reativas de oxigénio (> 100
pMg/mL). Doze compostos foram tentativamente identificados por UHPLC-Q-TOF-
MS/MS nos extratos EBLPCT e EPPCT. Na titulagdo espectrofotométrica
direta/reversa, as antocianinas apresentaram alteracdes estruturais com mudancas
na cor com a variacdo do pH, e reversibilidade estrutural com a preservacdo da
atividade antioxidante in vitro. As antocianinas em ambos os valores de pH, 3,6 e
54, em presenca e auséncia de frutooligossacarideos apresentaram elevada
energia de ativacdo. Os extratos exposto a luz apresentaram elevados tempo de
meia vida em presenca e auséncia de frutooligossacarideos. Os resultados obtidos



permitem uma ampliacdo do estudo com a determinagdo de novas propriedades
funcionais in vitro e in vivo para potencial aplicacdo tecnoldgica.

Palavras-chave: Compostos fendlicos. Atividade antioxidante. Corante azul natural.
Atividade anti-hipertensiva. Metodologia de superficie de resposta.



ABSTRACT

The blue flowers of the C. cyanus L. and the C. ternatea L. are used in traditional
medicine because of their therapeutic properties. Most studies of bioactive
compounds use methyl alcohol and ethyl alcohol acidified with HCI or H2SO4 as
extraction solvents and are considered harmful to the human organism if consumed.
The extracts of these plants are consumed in the form of tea, extracted with hot
water. Therefore, the objective of the present study was to evaluate the influence of
temperature and time in the extraction of bioactive compounds with nontoxic solvent
and in the in vitro functional properties of extracts of the C. cyanus and the C.
ternatea petals. The central rotational composite design 22 was used to evaluate the
effect of temperature and time factors in the extraction of bioactive compounds. The
results were analysed using multiple linear regression and principal component
analysis. In the aqueous extract of the C. cyanus petals, only temperature influenced
the content of total phenolic compounds, non-anthocyanic flavonoids, and in vitro
antioxidant activity by capturing the DPPH radical. Temperature of 68.3 °C and time
of 51.12 minutes was the best condition to maximize bioactive compound content
and in vitro functional properties. Chlorogenic, caffeic, ferulic and p-coumaric acids,
iIsoquercitrin, coumarin, cyanidin 3-O-(6-O-succinylglucoside)-5-O-glucoside, and
apigenin  7-O-glucuronide-4'-O-(6-O-malonylglucoside) were identified in the
optimised aqueous extract of C. cyanus petals. The in vitro functional properties were
inhibition of lipid peroxidation, antihemolytic and antihypertensive activity, low
cytotoxicity (> 900 pg/mL) for HepG-2, Caco-2 and A549 cell lines, and pro-oxidant
action on HepG-2 cell (10-100 ug/mL) without causing cell damage and death. The
anthocyanins present in the optimised extract presented a reversible equilibrium and
antioxidant activity with pH variation. In the aqueous extract of the C. ternatea petals,
optimization indicated that bioactive compound contents, in vitro antioxidant activity,
and colour parameters were similar between temperatures from 11.7 to 68.3 °C from
8.47 to 51.12 minutes. Principal component analysis revealed temperature of 40 °C
for 30 minutes to maximize the extraction of total phenolic compounds. The crude
lyophilised extract of the C. ternatea petals (CLECTP) presetend in vitro functional
properties, antihemolytic activities, inhibitors of angiotensin converting enzyme |
(ACE-I), a-amylase and a-glycosidase enzymes, and lipid peroxidation in biological
system. The partially purified extract of C. ternatea petals (PPECTP) showed higher
oxygen radical absorption capacity, inhibition of DNA scission by peroxyl radicals,
and inhibition of copper-induced LDL cholesterol oxidation. Both CLECTP and
PPECTP extracts presented low cytotoxicity against cell lines A549, HCTS8, and
IMR90 (> 900 pg/mL) and showed intracellular antioxidant activity against reactive
oxygen species (> 100 pg/mL). Twelve compounds were tentatively identified by
UHPLC-Q-TOF-MS/MS in CLECTP and PPECTP extracts. In direct/reverse
spectrophotometric titration, anthocyanins showed structural changes with variating
colour with pH variation, and structural reversibility with preservation of in vitro
antioxidant activity. Anthocyanins at both pH values, 3.6 and 5.4, in the presence and
absence of fructooligosaccharides showed high activation energy. The extracts
exposed to light showed high half-life time in the presence and absence of
fructooligosaccharides. The obtained results allow an expansion of the study with the
of new functional properties in vitro and in vivo for potential technological application.



Keywords: Phenolic compounds. Antioxidant activity. Natural blue dye.
Antihypertensive activity. Response surface methodology.
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INTRODUCAO

Os pigmentos presentes em vegetais, frutas e flores podem ser uma fonte
alternativa de corantes naturais em substituicdo aos corantes sintéticos utilizados em
alimentos e bebidas. O consumo de corantes sintéticos tem sido potencialmente
correlacionado com diversos problemas de saude. A industria alimenticia prioriza a
utilizacdo dos corantes sintéticos ao invés dos corantes naturais devido a
intensidade de coloragédo, baixo custo, e estabilidade durante o processamento e
armazenamento (CORRADINI, 2019). O pigmento azul € raro na natureza, mas €
observado em algumas espécies de flores devido a presenca de antocianinas
complexadas com metais.

As antocianinas pertencem a classe dos compostos fendlicos que
representam um dos principais grupos de substancias bioativas presentes nas
plantas, além de taninos, estilbenos, cumarinas e terpendides (DA SILVA et al.,
2005; WINK, 2013). Esses compostos podem atuar como antioxidantes por meio da
doacéo de hidrogénio, transferéncia de elétrons e capacidade de quelar metais de
transicdo (SANTOS; BRIZOLA; GRANATO; 2017).

Dentre as espécies de plantas com flores azuis, a Centaurea cyanus e a
Clitoria ternatea amplamente utilizadas na medicina popular tradicional, sado fontes
de compostos bioativos com reconhecidas propriedades funcionais. Essas duas
espécies de plantas sédo produzidas no Brasil, porém seu uso nao € disseminado por
guestdes culturais e de oferta em todo o territério. Dados de producdo ndo sao
informados pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) por
ndo serem commodities.

A Centaurea cyanus € uma planta da familia Asteraceae. O extrato aquoso
(chd) das suas flores e partes aéreas é usado no tratamento de doencas oculares,
cistite, tosse, doencas nervosas, gastricas entre outras (PIERONI et al., 2004;
KUMARASAMY et al., 2007; REDZIC, 2007). As pétalas das flores apresentam a
coloracdo azul devido a presenca de protocianina, uma espécie de metal-
antocianina (KONDO et al., 1994), no qual os ions metalicos Fe3* e Mg?* e dois ions
de Ca?* coordenam-se com as antocianinas e flavonas (SHIONO; MATSUGAKI,
TAKEDA, 2005; TAKEDA, 2006). Estudos demonstram propriedade antibacteriana
(DAMTE et al., 2013), antioxidante (PIRVU et al., 2008), gastroprotetiva (PIRVU et



22

al., 2008; PIRVU et al., 2012), citotoxica (WEGIERA et al., 2012) e diurética (KLIMAS
et al., 2007) do extrato aquoso.

A Clitoria ternatea € uma planta leguminosa pertencente a familia Fabaceae.
O ch& obtido da infusdo das suas flores é usado no tratamento de anemia,
problemas hepaticos, intestinais entre outros (MUKHERJEE et al., 2008). Suas flores
tem a cor azul brilhante e podem ser utilizadas como corante natural e fonte de
compostos bioativos em alimentos e bebidas (GOMEZ; KALAMANI, 2003;
MUKHERJEE et al., 2008; NAIR et al., 2015). As pétalas azuis contém uma grande
variedade de compostos fendlicos, principalmente a antocianina delfinidina e os
flavondis kaempferol, quercetina e miricetina (TERAHARA et al., 1998; KAZUMA;
NODA, SUZUKI, 2003a). As propriedades funcionais demonstradas por estudos in
vivo e in vitro foram: antioxidante (QASIM et al.,, 2017), analgésica (DEVI;
BOOMINATHAN, MANDAL, 2003), antibacteriana (ARUMUGAM;
PANNEERSELVAM, 2012), neuroprotetiva (RAGHU et al., 2017) e hepatoprotetora
(NITHIANANTHAM et al., 2013).

Na literatura, a maioria dos estudos de compostos bioativos (antocianinas)
utilizam como solventes de extracdo alcool metilico e alcool etilico acidificados com
HCl ou H2SOs4, sendo considerados prejudiciais ao organismo humano se
consumidos. Em contrapartida, os extratos destas plantas sdo consumidos na forma
de cha, extraidos com agua quente, pela populacdo. Nesse contexto, considerando
a forma de consumo dos extratos das plantas, faz-se necessario o estudo do extrato
aguoso avaliando o efeito da temperatura e o tempo na extracdo dos compostos
bioativos, propriedades funcionais in vitro e estabilidade das antocianinas.

Este trabalho esta dividido em quatro capitulos:

- Capitulo 1 apresenta uma revisdo bibliografica das espécies C. cyanus e C.
ternatea em relacdo as caracteristicas botanicas, composicdo quimica e
propriedades funcionais in vitro e in vivo.

- Capitulo 2 aborda o estudo da influéncia da temperatura e do tempo na extracao
dos fitoquimicos e nas propriedades funcionais in vitro do extrato aquoso das pétalas
de C. cyanus.

- Capitulo 3 compreende o estudo do extrato aquoso bruto liofilizado e parcialmente
purificado das pétalas de C. ternatea, utilizando uma abordagem estatistica, com
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objetivo de otimizar as condigcbes experimentais de extragdo dos compostos
bioativos e propriedades funcionais in vitro.

- Capitulo 4 compreende o estudo da composicéo fendlica do extrato aquoso bruto
e parcialmente purificado de pétalas azuis de C. ternatea bem como a estabilidade
das antocianinas frente ao pH, temperatura e luz em presenca e auséncia de

frutooligossacarideos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a composicdo quimica, atividade antioxidante e propriedades
funcionais in vitro dos extratos aquosos das pétalas de Centaurea cyanus e Clitoria

ternatea.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os efeitos da temperatura e tempo na extracdo de antocianinas,
flavonoides, compostos fendlicos totais e atividade antioxidante in vitro;

- Modelar e otimizar as condi¢cdes experimentais para a extragdo dos compostos
bioativos e atividade antioxidante in vitro usando técnicas estatisticas;

- Determinar a composi¢cdo quimica por métodos cromatograficos (HPLC-DAD;
HPLC-ESI-MS/MS; UHPLC-Q-TOF-MS/MS);

- Analisar as propriedades funcionais in vitro dos extratos otimizados;

- Analisar o efeito do pH na estabilidade das antocianinas do extrato aquoso das
pétalas de C. cyanus e C. ternatea;

- Avaliar o efeito da temperatura e luz, em presenca e auséncia de
frutooligossacarideos, na estabilidade das antocianinas do extrato aquoso das
pétalas de C. ternatea em pH 3,6 e 5,4.
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CAPITULO 1 - REVISAO DA LITERATURA - Centaurea cyanus L. E Clitoria
ternatea L.. COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

1.1 PLANTAS MEDICINAIS DE USO TRADICIONAL

As plantas medicinais sao utilizadas desde os tempos pré-histéricos, sendo o
conhecimento das suas propriedades curativas adquirido de forma totalmente
empirica e constituindo durante muito tempo como a Unica forma de conhecimento
disponivel (ELIZABETSKY, 1986). Esse conhecimento é importante para a ciéncia
por ser tratar de saberes resultantes da observacdo sistematica de fendmenos
biolégicos, sendo empregado no direcionamento de estudos quimicos e
farmacoldgicos das propriedades terapéuticas presentes nestas plantas (BALICK;
COX, 1996).

A Organizacao Mundial da Saude define planta medicinal como sendo todo e
gualquer vegetal que apresenta, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser
utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
semissintéticos (WHO, 1998). Estima-se que existem entre 350 a 400 mil espécies
de plantas medicinais em todo mundo e a maior parte € usada no tratamento e
prevencao de doencas (AZIZ et al., 2017).

A maioria da populagdo mundial depende de produtos naturais obtidos das
plantas medicinais devido principalmente ao baixo poder aquisitivo e também por
residirem em areas isoladas sem acesso a outras formas de tratamentos (AKERELE,
1993). Essas plantas sdo usadas na elaboracdo de extratos aquosos, chas, tinturas
terapéuticas, geralmente etandlicas, xaropes, comprimidos e sprays orais (WICHTL,
2004; HALBERSTEIN, 2005).

As plantas medicinais representam uma rica fonte de compostos
biologicamente ativos e de diversidade molecular, com potencial reconhecido na
elaboracao de produtos naturais (MISHRA et al., 2008). Na medicina popular, esses
produtos naturais sdo utilizados no alivio do estresse, fadiga, insbnia, ansiedade e
nervosismo (PAVLOVICH, 1999) e também como agentes antinflamatorios,
diuréticos, expectorantes, cardiotdnicos, sedativos e tonicos (SHIKOV et al., 2014).

As propriedades farmacoldgicas, bioldgicas e antioxidantes das plantas

medicinais sdo devido, basicamente, a presenca dos compostos fendlicos e
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terpendides bioativos (LE MARCHAND, 2002; DAWIDOWICZA; WIANOWSKA;
BARANIAK, 2006). Os compostos fendlicos, grupo de substancias fitoquimicas
formadas como metabolitos secundarios, sdo 0s principais responsaveis pelas
propriedades antioxidantes das plantas (JABERIAN et al, 2013). Varias
propriedades funcionais tém sido descritas tais como: propriedades antioxidantes
associadas com a reducéo do risco de doencas cardiovasculares (SHAYGANNI et
al., 2016), aterosclerose (RAFIEIAN-KOPAEI et al., 2011), cancer (LE MARCHAND,
2002; SURH, 2003), diabetes (RANILLA et al., 2010), doencas respiratérias
(ASADBEIGI et al., 2014), hipertensdo (BARADARAN; NASRI; RAFIEIAN-KOPAEI,
2014) e obesidade (MOPURI; ISLAM, 2017).

Diversas espécies de plantas medicinais empregadas pela medicina popular
no tratamento e prevencédo de diferentes doencas estdo distribuidas mundialmente
(SAVIKIN et al., 2013; AZIZ et al., 2017). Essa diversificacdo de espécies e formas
de utilizacdo séo influenciadas pela cultura, historia, religido e filosofia das
comunidades (SAVIKIN et al., 2013; AZIZ et al., 2017).

Existe um grande interesse em medicamentos derivados de plantas por
paises desenvolvidos, principalmente da Europa, Asia e Estados Unidos, pelo fato
gue o mercado mundial desta classe de fitomedicamentos recebe bilhdes de délares
anualmente (DUTRA et al., 2016). Estima-se que 30% dos medicamentos
terapéuticos disponiveis sdo derivados de fontes naturais, podendo chegar a 60%
em algumas areas, como na oncologia (DUTRA et al., 2016).

Extratos e compostos isolados de diversas plantas medicinais brasileiras tém
demonstrado atividade biolégica (TRENTIN et al., 1997; BRAGA et al., 2007; GOMIG
et al.,, 2008; DE TOLEDO et al., 2011). Nesse aspecto, o Brasil possui uma rica
biodiversidade, contendo mais de 45 mil espécies de plantas, o que representa
aproximadamente 20% de todas as espécies vivas conhecidas globalmente
(BOLZANI; CASTRO-GAMBOA; SILVA, 2010; DUTRA et al., 2016). H4 uma grande
diversidade de plantas medicinais nos biomas Amazoénia e Cerrado, que ocupam
64% e 36% da regido, respectivamente. E apresentam diversas espécies
pertencentes as familias Asteraceae, Fabaceae, Orchidaceae e Rubiaceae
(RIBEIRO et al., 2017).

Dentre as principais plantas medicinais brasileiras utilizadas pela populagéo

estdo as espécies: Bidens pilosa L. (Asteraceae) conhecido como “picao preto”,
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Copaifera langsdorffii Desf. (Fabaceae) conhecido como “6leo de copaiba”, Arnica
montana (Asteraceae), Calendula officinalis (Asteraceae), Uncaria tomentosa
(Rubiaceae) conhecido como “unha-de-gato”, Pterodon emarginatus (Fabaceae)
conhecido como “sucupira”, Siphocampylus verticillatus (Campanulaceae) conhecido
como “coral”’, Mikania glomerata (Asteraceae) conhecido como “guaco”, Euphorbia
tirucalli  (Euphorbiaceae) conhecido como  “avelés”,  Phyllanthus  spp.
(Phyllanthaceae) conhecido como “quebra-pedra”, Maytenus ilicifolia (Celastraceae)
conhecido como “espinheira-santa”, Matricaria recutita L. (Asteraceae) conhecido
como “camomila”, Baccharis trimera Less. (Asteraceae) conhecido como “carqueja”,
entre diversas outras espécies (DI STASI et al., 2002; DOS SANTOS et al., 2006;
DUTRA et al., 2016; RIBEIRO et al., 2017).

A familia Asteraceae representa o maior nimero de espécies de plantas entre
as Angiospermas, € encontrada na forma de ervas, arbustos, arvores e trepadeiras
(DI STASI et al., 2002; RIBEIRO, 2010). Sdo exemplos de espécies dessa familia a
Lactuca sativa (alface), Bellis perenis (margarida), Cichorium intybus (chicoria),
Helianthus annuus L (girassol), e a Dahlia pinnata Cav. (Dalia). A familia Fabaceae é
a terceira maior no mundo, ficando atras da Asteraceae e Orchidaceae, e apresenta
um grande numero de espécies de ervas, arbustos e arvores (LEWIS et al., 2005).
Fazem parte dessa familia as espécies Phaseolus vulgaris L. (feijao), Pisum sativum
L. (ervilha), Cicer arietinum L. (grdo de bico), Arachis hypogaea L. (amendoim),
Delonix regia (Hook.) Raf. (arvore flamboyant), entre outras. Assim, entre as diversas
familias com importantes espécies utilizadas na medicina popular, a espécie
Centaurea cyanus L., familia Asteraceae, e a espécie Clitoria ternatea L., familia

Fabaceae, foram selecionadas para o presente estudo.

1.2 FAMILIA ASTERACEAE

A familia Asteraceae compreende aproximadamente entre 1.600 a 1.700
géneros que contém de 25 a 30 mil espécies de plantas distribuidas mundialmente,
exceto na Antartida (FUNK et al., 2009). No Brasil, é estimada a presenca de 250
géneros e 2 mil espécies, distribuidas nos biomas Amazobnia, Cerrado, Caatinga,
Pantanal, Mata Atlantica e Pampa (SOUZA; LORENZI, 2008). Essas plantas séo

caracterizadas por apresentarem inflorescéncias do tipo capitulo, formado por flores
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inseridas sobre um receptaculo, sendo este envolto e protegido por bracteas,
anteras formando um anel e o calice com um conjunto de apéndices apicais
denominado pappus (FUNK et al., 2009; ERBAR; LEINS, 2015).

Essa familia de plantas contém importantes substancias quimicas
provenientes do metabolismo secundario como compostos fendlicos, diterpenos,
lactonas sesquiterpénicas, poliacetilenos, alcaloides pirrolizidinicos, entre outros
(CRONQUIST, 1988; DA SILVA et al., 2005). A literatura demonstra que essas
substancias quimicas presentes em varias espécies de Asteraceae sao
responsaveis pelas atividades antioxidante (SHAHAT; IBRAHIM; ELSAID, 2014),
antimicrobiana (KENNY et al., 2014), antitumoral (KVIECINSKI et al.,, 2008) e
analgésica (DEWAN et al., 2013).

Além de plantas usadas com fins terapéuticos, a familia Asteraceae engloba
algumas espécies que fazem parte da alimentacdo humana, da producdo de
cosmeéticos, fornecem néctar e polen para apicultura e muitas sao usadas para fins
ornamentais (ROQUE; BAUTISTA, 2008). A familia Asteraceae € dividida em 13
subfamilias, sendo Asteroideae, Barnadesioideae, Carduoideae, Cichorioideae,
Corymbioideae, Famatinanthoideae, Gymnarrhenoideae, Pertyoideae,
Hecastocleidoideae, Gochnatioideae, Wunderlichioideae, Stifftioideae e Mutisioideae
(PANERO; FUNK, 2008; PANERO et al., 2014). Essas subfamilias sdo divididas em
tribos, na qual a tribo Cynareae compreende o género Centaurea (PANERO; FUNK,
2008; PANERO et al., 2014).

1.2.1 Género Centaurea

A Centaurea € um género de plantas herbaceas que pertence a familia
Asteraceae, subfamilia Carduoideae, tribo Cynareae e subtribo Centaureinae. O
centro da diversidade das espécies da subtribo Centaureinae esta localizado
predominantemente no Hemisfério Norte (HELLWIG, 2004). A Centaureinae
compreende cerca de 31 géneros com aproximadamente 800 espécies, dentre os
guais o género Centaurea possui cerca de 250 espécies nativas distribuidas em toda
a Europa e Asia, especialmente nas regides Irano-Turaniana e Mediterranica
(HELLWIG, 2004; SUSANNA; GARCIA-JACAS, 2007).
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A Turquia contém uma grande quantidade destas espécies, principalmente no
sudoeste e leste do pais (WAGENITZ, 1986). Uma elevada propor¢cdo € endémica,
representando em torno de 55% das espécies localizadas em diversas areas como
montanhas, estradas, campos, entre outros (MARTIN; DINC; DURAN, 2009; UYSAL
et al., 2016).

Na América do Norte, principalmente na regido oeste dos Estados Unidos e
Canada, as espécies do género Centaurea sao consideradas plantas invasoras de
pastagens e areas de cultivo (HERRON-SWEET et al., 2015). As principais espécies
presentes na América do Norte sdo a Centaurea stoebe (HERRON-SWEET et al.,
2015), Centaurea diffusa (LEJEUNE; SUDING; SEASTEDT, 2006; MEIMAN;
REDENTE; PASCHKE, 2006), Centaurea maculosa (MEIMAN; REDENTE;
PASCHKE, 2006), Centaurea solstitialis (SMITH et al., 2006) e a Centaurea cyanus
(MUTH; PIGLIUCCI, 2006).

Em alguns paises da América do Sul, como Brasil, Argentina e Chile,
espécies do género Centaurea também estdo presentes em areas de pastagens e
cultivo (NEGRETE et al., 1993; FORTUNA et al., 2002; FLORA DO BRASIL, 2017a).
As especies ja identificadas foram a Centaurea diffusa (FORTUNA et al., 2002),
Centaurea tweediei (FORTUNA et al., 2001) e a Centaurea melitensis (FLORA DO
BRASIL, 2017a). No Brasil, algumas espécies estao distribuidas na regido Sudeste,
Sao Paulo, e na regido Sul, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, as quais
séo regides pertencentes ao Cerrado, Mata Atlantica e Pampa (FLORA DO BRASIL,
2017a). Entretanto, espécies desse género botanico ainda n&o sdo exploradas
comercialmente nem para uso na fitoquimica nem para aplicacdo tecnologica em
alimentos.

Diversos trabalhos apresentam formas de controle propagativo destas
espécies, consideradas plantas invasivas que ameacam a integridade das &reas de
pastagens, agricultura e de plantas nativas por liberarem pelas raizes exsudados
radiculares afetando a competicdo pelos nutrientes do solo (CALLAWAY;
ASCHEHOUG, 2000; SMITH et al, 2006; HERRON-SWEET et al., 2015).
Entretanto, em alguns paises, espécies do género Centaurea tém as partes aéreas
utilizadas na medicina tradicional para o tratamento de véarias doencas (BAYTOP,
1999; SEZIK, 2001; ARIF; KUPELI; ERGUN, 2004). Por exemplo, na Turquia as

espécies Centaurea drabifolia, Centaurea solstitialis, Centaurea pulchella e
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Centaurea cyanus sdo usadas na medicina popular para tratar hemorrdidas,
resfriados, abcessos e diarreia, respectivamente (HONDA et al., 1996; SEZIK et al.,
2001; REYHAN; KUPELI; ERGUN, 2004). A espécie Centaurea ornata é usada
popularmente como depurativo e antirreumatico na Espanha (VAZQUEZ; SUAREZ;
PEREZ, 1997). Na Tunisia, a espécie Centaurea furfuracea € usada como
adstringente e diurético (FAKHFAKH; DAMAK, 2007). No Chile, a espécie Centaurea
chilensis € usada tradicionalmente no tratamento de reumatismo e doencas
inflamatoérias (NEGRETE et al., 1993). Na medicina popular escocesa, as espécies
Centaurea cyanus e a Centaurea scabiosa, sdo usadas como ténico e diurético
(KUMARASAMY et al., 2007). Na Europa, pétalas de C. cyanus sdo comercializadas
para o preparo de chas e para decoracado de saladas exéticas.

Além disso, estudos com algumas espécies da Centaurea demonstraram
propriedades funcionais in vitro: antioxidante em C. polyclada (EREL et al., 2014) e
C. antiochia (OZSOY et al., 2015); antimicrobiana em C. achaia (SKALTSA et al.,
2000), C. deusta (KARIOTI et al.,, 2002), C. diffusa (SKLIAR; TORIBIO; ORIANI,
2005), C. depressa e C. urvillei (KARAMENDERES et al., 2006) e C. spruneri (CIRIC
et al., 2011); antiflamatoria em C. chilensis (NEGRETE et al., 1993), C. iberica
(KOCA et al., 2009), C. athoa (EREL et al.,, 2014) e C. antiochia (OZSOY et al.,
2015); efeito antiprotozoario de C. hierapolitana (KARAMENDERES et al., 2006) e
citotoxico de C. zuccariniana e C. thessala (KOUKOULITSA et al., 2002), C. africana
(SEGHIRI et al., 2009) e C. diluta (ZATER et al., 2016).

Dentre as diversas espécies que compdem o0 género Centaurea, o presente
estudo compreende a analise do extrato das pétalas de Centaurea cyanus,
utilizando como solvente de extracdo a agua ultrapura e o acido acético. Na
literatura constam poucos estudos referentes as propriedades funcionais da
Centaurea cyanus, nos quais os autores utilizaram o alcool metilico como solvente
de extracao (ROP et al., 2012; WEGIERA et al., 2012; DAMTE et al., 2013; PIRVU et
al., 2015; ANVARI; JAMEI, 2016), alcool etilico (GARBACKI et al., 2009; PIRVU et
al.,, 2012; RAHIMI-MADISEH et al., 2016; ANVARI; JAMEI, 2016; MIRZAIE; ZARE
KARIZI, 2016) e a propanona (PIRVU et al., 2015). Nao hé& descri¢éo de estudos que
utilizem sistemas de solventes atdxicos para extracdo de compostos bioativos de C.

cyanus.
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1.2.2 Espécie Centaurea cyanus L.

A espécie Centaurea cyanus L., conhecida popularmente como cornflower ou
bachelor’s button, € uma pequena planta nativa da Europa e Asia (HELLWIG, 2004).
Esta presente também em outras partes do mundo como América do Norte (Canada
e Estados Unidos) e América do Sul (Argentina, Chile e Equador) (GRIN, 2017a). No
Brasil, conhecida popularmente como escovinha ou fidalguinho, esta presente na
regido sul e também sdo comercializadas suas sementes para cultivo ornamental e
uso na culinaria (EMPORIO DAS SEMENTES, 2017). O nome popular cornflower
(flor do milho) esta associado ao seu crescimento selvagem, como uma erva
daninha, nos campos de cultivo de cereais desde os tempos da idade média
(ROSCH, 1998; AL-SNAFI, 2015).

A C. cyanus é uma planta perene medindo de 1 a 1,5 m de altura com caule
ramificado e cor verde-acinzentado. Suas folhas s&o lanceoladas com 1 a 4 cm de
comprimento e estdo dispostas alternadamente sobre o caule (CHIRU; CALALB;
NISTREANU, 2013). As flores apresentam uma cor azul intensa com diametro de 1,5
a 3 cm, onde o conjunto de pétalas sao fixadas no invélucro composto por pequenas
bracteas que se sobrep6em como telhas, Figura 1.1 (ARMITAGE, 2001; CHIRU;
CALALB; NISTREANU, 2013).

Fonte: Busselen (2017).
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Na medicina tradicional europeia, o extrato aguoso (cha) de suas flores é
usado ndo somente pelo seu sabor caracteristico mas também como anti-
inflamatério no tratamento tépico de doencas oculares, como inflamacdes e
conjuntivites e lesbes dermatolégicas (BRUNETON, 1995; CAMPANINI, 1998;
FRAUNFELDER, 2004; PIERONI et al., 2004; REDZIC, 2007). Também é usada no
tratamento de febre, problemas ginecoldgicos, digestivos e doencas hepaticas
(KERN et al.,1972; HANSEL et al.,1992; REDZIC, 2007). As flores secas da
Centaurea cyanus apresentam propriedades antipruriginosa, adstringente,
estimulante e tonica (ARIF; KUPELI; ERGUN, 2004; KURIAN; SANKAR, 2007; AL-
SNAFI, 2015).

Na medicina tradicional da RuUssia, o extrato aquoso obtido das flores é
utilizado como diurético e no tratamento de cistite, tosse, doencas nervosas e
gastricas, hemorragias uterinas e diarreia em criancas (VERESCHAGIN;
SOBOLEVSKAYA; YAKUBOVA, 1959). A dose recomendada para 0 uso como
diurético é a ingestdo de uma colher de sopa da infuséo, 10 g das flores em 200 mL
de agua, por trés vezes ao dia (SHIKOV et al., 2014).

Diante das propriedades medicinais do extrato aquoso de C. cyanus, alguns
estudos foram realizados demonstrando atividade antiflamatéria in vivo (GARBACKI
et al., 1999), antibacteriana in vitro (DAMTE et al., 2013), antioxidante in vitro
(PIRVU et al., 2008), gastroprotetiva in vivo (PIRVU et al., 2008; PIRVU et al., 2012),
citotoxica in vitro (WEGIERA et al., 2012) e diurética in vivo (KLIMAS et al., 2007).

1.2.2.1 Composicao quimica das flores de C. cyanus

O primeiro estudo da composicdo quimica da Centaurea cyanus isolou a
antocianina, nomeada de cianina, foi realizado em 1913 por Willstatter e Evest
(WILLSTATTER; EVEST, 1913). O pigmento antocianina foi obtido como um sal de
oxbnio vermelho e determinou a sua estrutura quimica. Em 1915, Willstatter e
Mallison verificam o mesmo pigmento presente nas cores de rosas e descreveram a
mudanca na cor conforme o pH da solucéo, vermelho em solucdo acida e azul em
solugdo alcalina (WILLSTATTER; MALLISON, 1915). Em 1919, Shibata e

colaboradores relataram que as antocianinas azuis presentes nas flores séo
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compostos complexos de flavonol reduzidos e coordenados com metais, como
magnésio ou célcio (SHIBATA; SHIBATA; KASIWAGI, 1919).

Em 1958, Bayer isolou da Centaurea cyanus um composto azul amorfo
nomeado como protocianina, sendo um composto de coordenacao da cianina, acido
poligalacturénico, ferro e aluminio. A protocianina é constituida por 19,2% de cianina
junto com Fe3 e AIP*, outros fons metdlicos em quantidades pequenas e
aproximadamente 80% de polissacarideos, principalmente o acido galacturdnico. A
estrutura proposta da protocianina € que os ions metédlicos sdo coordenados por
duas moléculas de antocianinas e acido poligalacturénico (BAYER, 1958; BAYER et
al.,, 1966). A presenca de elementos metalicos é capaz de formar quelatos de
antocianinas (BAYER, 1958; BAYER; NETHER; EGETER, 1960).

Em 1961, Hayashi e colaboradores estudaram os cristais purificados da
protocianina e identificaram a presenca de K, Mg e Fe como componentes principais
e 0 Ca e Al em quantidades insignificantes. A presenca de Mg em maior quantidade
gue o aluminio foi estabelecida por analises repetidas de diferentes culturas de
pigmentos cristalinos que se mostraram idénticos em todos 0s aspectos analisados.
O Mg e o Fe constituem uma parte essencial responsavel pela cor azul dos cristais
da protocianina, e permaneceram fortemente ligados apds 48 horas de dialise em
agua, enquanto que o K foi eliminado quase totalmente (HAYASHI et al., 1961).

O estudo de Saito et al. (1961) demonstrou que a protocianina € um composto
organometalico com elevado peso molecular, cerca de 20.000 g/mol, sendo
constituido principalmente por cianina (8 moles), Mg (2 a&tomos), Fe (1 atomo) e K
(24 atomos). Os componentes organicos detectados foram a cianidina, glicose,
galactose, arabinose, peptideos (alanina, acido aspartico, acido glutamico, glicina,
hidroxiprolina, leucina, lisina, serina, prolina, treonina e a valina) e uma substancia
amarelo pélida semelhante aos flavonoides, podendo contribuir para a manutencgéo
da cor azul.

Acredita-se que 0s pigmentos azuis presentes nas flores da C. cyanus séo
oriundos da formacdo de complexos de antocianinas mal elucidadas com
copigmentos organicos ou com metais. A andlise da influéncia de copgimentos
organicos, como a quercitrina, acido clorogénico e o galato de metilo nao
demonstrou efeito mensuravel na cor ou estabilidade da cianidina-3-glicosideo em

solucdo aquosa entre pH 3 a 6,5; entretanto, na presenca de sais de metal (Al)
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formaram complexos de coordenacdo estaveis antocianina-copigmento-metal
(JURD; ASEN, 1966).

Asen e Jurd (1967) isolaram o pigmento azul cristalino das flores da
Centaurea cyanus e identificaram um complexo de ferro de quatro moléculas de
cianidina 3,5-diglicosideo e trés moléculas de glicosideo bisflavona, sendo nhomeado
de cianocentaurina. Observaram, na hidrdlise acida do pigmento, que o glicosideo
bisflavona produziu o 7-O-metil-apigenina e uma segunda flavona néo identificada
claramente. Posteriormente, o copigmento glicosideo bisflavona foi identificado
como apigenina 7-0O-B-D-glucuronideo-4'-O-B-D-glicosideo (ASEN; HOROWITZ,
1974). Os pigmentos protocianina e cianocentaurina foram submetidos a estudos
comparativos utilizando a peneira molecular, ultracentrifugacéo, eletroforese e
espectrofotometria, e ndo foram encontradas diferencas na constituicdo molecular
responsaveis pela cor azul (OSAWA, 1982).

Takeda e Tominaga (1983) ao estudarem a natureza quimica da antocianina
presente na Centaurea cyanus, tornaram evidentes que a sua estrutura é formada
pela cianidina 3-succinil glucosideo 5-glucosideo ao invés da cianidina 3,5-
diglicosideo (cianina), como citado anteriormente por Asen e Jurd (1967). A analise
cromatografica desta antocianina, chamada de centaurocianina, demonstrou que é
idéntica a antocianina contida na protocianina cristalina que forma o pigmento azul
(TAKEDA; TOMINAGA, 1983).

Tamura et al. (1983) obtiveram uma nova antocianina e flavona de pétalas de
C. cyanus ao utilizarem como solventes de extracdo o acido trifluoroacético, acido
acético, acetonitrila e agua. O motivo do isolamento somente da cianina e flavona,
pode ser explicada pela utilizacdo do alcool metilico acidificado com HCI na extragcéao
dos pigmentos, ocasionando a hidrélise dos ésteres do &cido succinico e acido
malonico. As novas estruturas da antocianina e flavona foram determinadas como
sendo cianidina 3-O-(6-0-succinil-B-D-glucosil)-5-O-(B-D-glucosil) e apigenina 7-O-3-

D-glucuronido-4'-O-(6-O-malonil-B-D-glucosideo), respectivamente, Figura 1.2.
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Figura 1.2 — Estruturas da antocianina (AN) e flavona (FL) na protocianina.

Fonte: Adaptado de Takeda (2006).

A composicao da protocianina pura foi determinada por meio da reconstrucao
da sua estrutura por Kondo et al. (1994). A reconstrucdo da protocianina foi
realizada utilizando a succinilcianina e a malonilflavona, estruturas da protocianina
identificadas pelos pesquisadores Takeda e Tominaga (1983) e Tamura et al. (1983)
utilizando os ions Mg?* e Fe3*. A composicdo exata da protocianina foi estabelecida
como antocianina complexada com metal, [SucysMaflsFe3*Mg?*] (CzesHz3840288FeMg,
peso molecular = 8511 g/mol), contendo seis moléculas cada uma de succinilcianina
e malonilflavona, um ion de Fe3*, um ion de Mg?* em um arranjo supramolecular.

Em 1998, Kondo e colaboradores descreveram um novo mecanismo de
desenvolvimento da cor azul da protocianina. Foi analisada a substituicdo dos ions
metalicos presentes na protocianina por outros ions, no qual o Mg?* foi substituido
pelo Mn?*, Zn?* e Cd?*, e o Fe3* foi substituido pelo AI**, Ga3* e Co3'. Foi verificada
gue a cor azul da protocianina é desenvolvida por uma interacdo da transferéncia de
carga de ligante para metal (LMCT) entre a antocianina e o ion férrico, em vez de
resultar da formacdo de um anion da anidrobase simples do cromoforo, e a estrutura
do pigmento foi elucidada.

Takeda et al. (2005) identificaram a presenca de outro fator essencial
envolvido na formacdo da protocianina. Durante a reconstrucdo da protocianina

utilizando antocianina altamente purificada [centaurocianina, cianidina 3-O-(6-O-
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succinilglicosideo)-5-O-glicosideo], glicosideo flavona [apigenina  7-O-B-D-
glucuronido-4'-O-(6-O-malonilglucosido)], e os metais, Fe** e Mg?*, foi revelada a
presenca essencial do Ca?* na formacéo e estabilidade do pigmento azul. Estudos
demonstraram que a protocianina ndo pode ser obtida a partir das misturas
contendo somente ferro e magnésio como metais (TAKEDA et al.,, 2005). Na
sequéncia, a protocianina foi reconstruida acrescentando-se o Ca?* e isolada na
forma de cristais pela primeira vez por Shiono, Matsugaki e Takeda (2005). Esta
estrutura cristalina da protocianina foi analisada por meio da cristalografia de raio-X
com uma resolucédo de 1.05 A. A protocianina apresentou um ion de Fe3*, um ion de
Mg?* e dois fons de Ca?* alinhados ao longo do eixo pseudo-triplo (Figura 1.3a),
coordenadas a seis moléculas de antocianina (cianidina  3-O-(6-O-
succinilglicosideo)-5-O-glicosideo) e seis de flavona (apigenina 7-O-f-D-glucuronido-
4'-0-(6-O-malonilglucosideo). No interior da estrutura, os ions de Fe3* e Mg?* séo
coordenados cada um por trés moléculas de antocianina e os dois ions de Ca?* sédo
coordenados cada um por trés moléculas de flavona (SHIONO; MATSUGAKI;
TAKEDA, 2005).

Figura 1.3 — Estrutura cristalina da molécula de protocianina.

(a — vista lateral ao longo do eixo pseudo-triplo. As cores correspondem: azul (antocianina), amarelo
(flavona), esfera vermelha (Fe®"), esfera verde (Mg?) e a esfera preta (Ca?*). b - vista lateral de pares
de pigmentos associados. A esquerda, uma molécula de antocianina se liga ao Fe®" (esfera
vermelha) e a outra ao Mg? (esfera verde); centro, duas flavonas se ligam ao Ca?* (esfera preta);
direita, as moléculas de flavona e antocianina se ligam ao Ca?* e Mg?, respectivamente).

Fonte: Adpatado de Shiono, Matsugaki e Takeda (2005) e Takeda (2006).

Os dois locais no interior do nucleo central da protocianina tem a mesma
densidade de elétrons, que correspondem a média do Fe3* e Mg?*, sugerindo que
esses sitios sdo ocupados por estes ions por causa da orientacdo aleatéria da
molécula ao longo do eixo pseudo-triplo (SHIONO; MATSUGAKI; TAKEDA, 2005;

TAKEDA, 2006). Diante disso, as estruturas da protocianina foram analisadas por
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raios-X, com a substituicdo dos ions de metal por FeMgBa, FeMnBa e FeCdBa. Na
protocianina substituida por FeMnBa, a densidade eletrénica dos nucleos internos
foram aproximadamente a mesma da protocianina (FeMgCa), enquanto que nas
protocianinas substituidos por FeMnBa e FeCdBa foram a média do Fe3* e dos ions
substituidos, respectivamente. A andlise das distancias entre os dois metais e 0s
atomos de oxigénio de coordenacdo variaram de acordo com 0s raios dos metais
substituidos, indicando que sao heterogéneos e que o ndcleo interno da protocianina
contém os ions Fe* e Mg?* (SHIONO; MATSUGAKI; TAKEDA, 2005; TAKEDA,
2006).

Na molécula de protocianina, as antocianinas (AN) e as flavonas (FL) séo
associadas entre si como AN-AN e FL-FL em pares. Ja os ions Fe3* e Mg?* sdo cada
um coordenado por um diferente fragmento de AN associado ao par AN-AN.
Enquanto os ions de Ca?* sdo cada um coordenado por um fragmento separado da
FL associado ao par FL-FL (Figura 1.3b). O comprimento das ligagdes C-C e C-O no
anel-B da antocianina indicam a forma de 4’-keto-quinoidal (TAKEDA, 2006;
SHIONO; MATSUGAKI; TAKEDA, 2005).

A cor azul na protocianina é desenvolvida por um complexo de metal
tetranuclear, portanto, composto pela cianidina com a formacéo do quelato de Fe3*e
Mg? com a base 4’-keto-quinoidal das antocianinas e os dois ions de Ca?*
coordenados com as flavonas responsaveis pela co-pigmentacdo e estabilidade
deste pigmento supramolecular (TAKEDA, 2006; SHIONO; MATSUGAKI; TAKEDA,
2005).

Também foram analisados outros componentes quimicos presentes em
extratos obtidos por diferentes métodos e solventes a partir das pétalas de
Centaurea cyanus. Ao estudar a composi¢cdo quimica das flores, Murav'eva e
Bubenchikova (1986) uma quantidade consideravel de &cidos fenolcarboxilicos
detectaram em extratos etandlicos, incluindo isbmeros de acido clorogénico, acido
protocatecuico, acido cafeico e acido quinico.

Litvinenko e Bubenchikova (1988) extrairam diferentes compostos da parte
epigea da Centaurea cyanus utilizando uma solucdo composta por 80% de
propanona. Os autores identificaram seis flavonoides como agliconas (quercetina,
kaempferol, isorhamnetina, apigenina, luteolina e hispidulina), oito flavonoides

glicosilados (quercimeritrina, isoramnetina 7-O-B-D-glicosideo, kaempferol 7-O-3-D-
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glicosideo, apigenina 4-O-B-D-glicosideo, cosmosina, cinarosideo, apiina e
graveobiosideo), quatro acidos hidroxicinamicos (acidos cafeico, clorogénico,
neoclorogénico e isoclorogénico) e dez aminoacidos. Na sequéncia, Bubenchikova
(1990) verificou a presenca das cumarinas escopoletina e umbeliferona.

Diferentes experimentos farmacolégicos demonstraram que o extrato das
pétalas de Centaurea cyanus contendo polissacarideos, extraido do precipitado
insolivel em A&lcool etilico, apresentou propriedades antinflamatérias in vitro
(GARBACKI et al., 1999). Esses polissacarideos foram compostos principalmente
por acido galacturénico, arabinose, glicose, ramnose e galactose (GARBACKI et al.,
1999). Os polissacarideos estdo presentes em muitas plantas usadas na medicina
popular, sendo considerados uma classe de compostos com propriedades bioativas.
Dente  essas propriedades, destacam-se os efeitos antinflamatério,
imunoestimulante, e anti-ulcera (SRIVASTAVA; KULSHRESHTHA, 1989).

Tan et al. (2008) prepararam extratos com hexano, cloroformio e alcool
metilico de partes aéreas secas da Centaurea cyanus com o objetivo de identificar e
isolar metabdlitos secundarios. Foram identificados 0s seguintes compostos:
siringina, acido clorogénico, apigenina, homorientina, luteolina-3-O-glicosideo,
luteolina-4-O-glicosideo, isorhamnetina 7-O-B-D-glicopiranosideo e a apiina com a
elucidacao da estrutura quimica (TAN et al., 2008).

Estudos qualitativos com tinturas etandlicas e extratos aquosos contendo
alcool etilico e propanona obtidos da flor e parte aérea da Centaurea cyanus foram
realizados por Pirvu et al. (2012). A andlise da tintura das flores por cromatografia de
camada delgada de alto desempenho (HPTLC) demonstrou a presenca de
guercetina, apigenina, acido clorogénico, acido isoclorogénico e cumarinas. Além da
avaliacdo qualitativa, esse estudo revelou que os extratos aquosos obtidos da parte
aérea por meio de extracdo a quente apresentaram maiores quantidade de
compostos fendlicos que as tinturas elaboradas em temperatura ambiente.

Posteriormente, dois novos extratos da parte aérea da Centaurea cyanus,
contendo polissacarideos e polifendis, foram estudados e a atividade gastroprotetora
in vivo avaliada por Pirvu et al. (2015). Os extratos foram elaborados a partir de
extrato aquoso da parte aérea da Centaurea cyanus, no qual o primeiro extrato foi
tratado com o solvente alcool metilico (extrato P) e o segundo com o0s solventes

propanona e cloroformio (extrato A). A analise qualitativa por HPTLC do extrato P,
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contendo fracdes de polissacarideos, indicou uma quantidade menor de espécies de
polifendis (acido clorogénico, rutina, quercetina-3-O-glicosideo e &cido
protocatecuico). Ja o extrato A, contendo fracbes de polifendis, continha cinco
espécies principais de polifendis (rutina, acido clorogénico, quercetina-7-O-
glicosideo, apigenina-7-O-glicosideo e &cido isoclorogénico). A combina¢ado dos dois
extratos se mostrou mais eficaz no tratamento de lesdes gastricas in vivo.

Recentemente, compostos fitoquimicos foram identificados em extrato
etandlico das pétalas de C. cyanus por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-MS), principalmente o acido n-hexadecandico (36,4%)
e o acido linoléico (19,3%) (MIRZAIE; ZARE KARIZI, 2016).

Além de todos esses componentes presentes em diferentes extratos, as
pétalas da Centaurea cyanus também sdo fontes de proteinas e minerais como
ferro, calcio, magnésio, fdsforo, potédssio, sbédio, manganés, cobre, zinco e
molibdénio (ROP et al., 2012; PIRVU et al., 2015).

N&o foram encontrados na literatura trabalhos com a identificacdo de
compostos bioativos utilizando como solvente de extracdo a agua e o acido acetico,
no qual representa a forma natural do cha da Centaurea cyanus consumido pela
populacdo mundial. Ndo obstante, até a presente data, ndo ha registro do processo
de otimizacdo de compostos bioativos por meio da metodologia de superficie de

resposta.

1.3 FAMILIA FABACEAE

A familia Fabaceae, conhecida como familia das leguminosas, compreende
aproximadamente 630 géneros e 18 mil espécies distribuidas mundialmente (JUDD
et al.,, 2007). As diversas espécies estdo presentes em areas alagadas, desertos
frios ou florestas tropicais e subtropicais (NASCIMENTO et al., 2012). No Brasil, é
considerada a maior familia com cerca de 2,8 mil espécies e 190 géneros, estando
representadas nos biomas Amazonia, Cerrado, Caatinga, Pantanal, Mata Atlantica e
Pampa (LEWIS et al., 2005; ZAPPI et al., 2015). Sua caracteristica principal é
apresentar fruto do tipo legume, conhecido como vagem, porém existem excec¢oes.

As leguminosas sdo as maiores contribuintes na fixagdo de nitrogénio da

atmosfera por meio das suas raizes, formando uma relacdo simbiotica com bilhdes
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de bactérias do género Rhizobium, conferindo-lhes uma importante caracteristica
ecologica (PEIX et al., 2015). Aléem de que, sdo as principais fontes de proteina
vegetal na alimentacdo humana (soja e feijao), e utilizadas na producao de Oleos,
resinas, perfumes, tinturas, medicamentos, inseticidas, adubo, forragem e fornecem
madeiras com valor comercial (JUDD et al., 2007).

Essa familia de plantas é uma importante fonte de metabdlitos secundarios,
incluindo compostos fendlicos, taninos, cumarinas, terpendides entre outros
(VEITCH, 2010; AHUJA; KISSEN; BONES, 2012; WINK, 2013). Por serem plantas
fixadores de nitrogénio, as leguminosas produzem também metabdlitos secundérios
contendo nitrogénio como alcaloides, aminoacidos nao proteicos e peptideos (WINK,
2013). Esses metabdlitos sdo responsaveis pelas propriedades antioxidante (AKTER
et al., 2016), antimicrobiana (DUBE; MEYER; MARNEWICK, 2017), antinflamatéria
(ANAM, 2001) e citotoxica (ARTHANARI et al., 2012).

A familia Fabaceae € dividida em trés subfamilias: Cesalpinioideae
(cesalpiniaceas), Faboideae (faseolaceas ou papilionaceas) e Mimosoideae
(mimoséaceas) (RIBEIRO, 2010). A subfamilia Faboideae é considerada a maior e a
mais diversificada dentre as leguminosas, sendo representados por géneros
lenhosos no hemisfério sul e trépicos e por géneros herbaceos em regides de clima
temperado; compreendendo aproximadamente 28 tribos, 13,8 mil espécies e 478

géneros, no qual integra o género Clitoria (LEWIS et al., 2005).

1.3.1 Género Clitoria

O género Clitoria é caracterizado por plantas lenhosas que pertencem a
familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae e subtribo Clitoriinae. A
subtribo Clitoriinae consiste de aproximadamente 106 espécies compartilhadas entre
0s géneros Clitoria L (ca. 62 spp.), Periandra Benth. (6 spp.), Centrosema (DC)
Benth. (ca. 36 spp.), Clitoriopsis Huntch. (1 sp.) e Barbieria DC. (1 sp.) (LACKEY,
1981; FANTZ, 1996; SILVA, 2017). Algumas espécies estao distribuidas na América
do Sul, América do Norte, Asia, Africa, Australia e algumas ilhas no Pacifico (GRIN,
2017b).

As espécies pertencentes ao género Clitoria estdo presentes principalmente
nas areas pertencentes ao cinturdo tropical e com clima temperado como na

América do Sul, Africa, Asia e Australia (FANTZ, 1991). Sdo caracterizadas como
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uma planta lenhosa com flores vistosas, ressupinadas, papilionaceas, célice
tubuloso com bractéolas, estipulas e estipelas persistentes e ovario supero (FANTZ,
1990). Sao cultivadas como plantas ornamentais devido as suas flores de varias
formas e cores, variando entre branca, amarela, lilds e azul (FANTZ, 1993). Na
América do Norte, principalmente nos Estados Unidos, algumas espécies sao
cultivadas como plantas ornamentais: Clitoria annua, Clitoria bractystegia, Clitoria
fairchildiana, Clitoria fragrans, Clitoria heterophylla, Clitoria laurifélia, Clitoria mariana
e a Clitoria ternatea (FANTZ, 1993).

Na América do Sul também estdo presentes algumas espécies do género
Clitoria. O Brasil concentra diversas espécies em todas as regides e algumas sao
nativas, dentre as quais a Clitoria amazonum, Clitoria arborea Benth., Clitoria
brachycalyx Harms, Clitoria cavalcantei Fantz, Clitoria coriacea Schery, Clitoria
densiflora Benth., Clitoria epetiolata Burkart, Clitoria fairchildiana R.A.Howard,
Clitoria falcata Lam., Clitoria flexuosa Fantz, Clitoria froesii Fantz, Clitoria guianensis
(Aubl.) Benth., Clitoria irwinii Fantz, Clitoria javitensis (Kunth) Benth., Clitoria laurifolia
Poir., Clitoria leptostachya Benth., Clitoria mucronulata Benth., Clitoria nana Benth.,
Clitoria nervosa Herzog, Clitoria obidensis Huber, Clitoria rufescens (Benth.) Benth.,
Clitoria sagotii Fantz, Clitoria selloi Benth., Clitoria simplicifolia (Kunth) Benth.,
Clitoria snethlageae Ducke, Clitoria stipularis Benth., Clitoria ternatea L.
(naturalizada) e a Clitoria tunuhiensis Fantz (FLORA DO BRASIL, 2017b). Essas
espécies estao presentes na forma de arbusto, arvore, erva, liana/volavel/trepadeira
e subarbusto (FLORA DO BRASIL, 2017b).

Apesar do género Clitoria apresentar diversas espécies, sdo poucas as
espécies citadas na literatura com uso medicinal. Na medicina popular brasileira, sao
usadas o cha das raizes da Clitoria guianensis como afrodisiaco e para tratar a
impoténcia sexual (YAZBEK et al., 2016). A espécie Clitoria simplicifolia tem o0 uso
contraindicado pelos indios Krahd por ser considerada venenosa para o homem
(RODRIGUES, 2007). J& a Clitoria ternatea é a principal espécie usada na medicina
tradicional no tratamento de ictericia, enxaqueca, dor de garganta, tumores, doencas
da pele, asma, febre, infec¢cbes do trato urinario, constipacéo e disturbios do sistema
nervoso central (KAVITHA; PREMALAKSHMI, 2013).
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1.3.2 Espécie Clitoria ternatea L.

A espécie Clitoria ternatea L., conhecida popularmente como butterfly pea e
blue pea, € uma planta nativa da ilha de Ternate que faz parte do arquipélago de
Moluca, localizado na Indonésia (JAIN et al., 2003). Atualmente estd amplamente
distribuida e naturalizada em regifes com clima tropical e subtropical como Asia
(india, China, Malasia), Africa, Australia, América do Norte (Estados Unidos e
México), Pacifico (Hawai, llhas Mariana, Polinésia Francesa, Samoa), América
Central (Costa Rica) e na América do Sul (Brasil, Caribe, Coldmbia, Equador, Peru,
Uruguai, Venezuela) (FANTZ, 1991; GRIN, 2017c).

No Brasil, chamada popularmente de clitéria-azul e cunha, esta presente em
alguns estados do Norte (Acre), Nordeste (Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco,
Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe), Centro-Oeste (Mato Grosso) e Sudeste (Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo), pertencentes aos biomas Amazonia, Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica (HALL, 1985; FLORA DO BRASIL, 2017c; GRIN, 2017c).

A C. ternatea é cultivada como planta ornamental, forrageira ou medicinal
(JAIN et al., 2003). E uma planta perene com galhos finos e folhas pinadas verdes
com formato eliptica a lanceolada, crescendo até 3 metros de altura, fixando-se em
suporte (HALL, 1985; JAIN et al., 2003). As flores apresentam uma grande pétala
com a cor azul ou branca com o interior amarelo ou branco, sendo solitaria e com
comprimento de 2 a 4 cm que se assemelham a uma concha (HALL, 1985; JAIN et
al.,, 2003; MUKHERJEE et al.,, 2008). Os frutos sédo vagens de 6 a 12 cm de
comprimento, parecidas com ervilhas finas, contendo até 10 sementes (HALL, 1985;
JAIN et al., 2003). As sementes tém 4,5 a 7 mm de comprimento e 3 a 4 mm de

largura com coloracéo verde, marrom ou preta, Figura 1.4 (HALL, 1985).
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Flgura 1.4 - Clltorla ternatea L. a) Flor azul b) Flor branca.

Fonte: Mukherjee et al. (2008).

No campo, a Clitoria ternatea é cultivada como planta forrageira servindo de
alimento para os animais e estd bem adaptada a varias condi¢cdes climaticas
(GOMEZ; KALAMANI, 2003). E considerada uma planta produtiva, fonte de
proteinas, com boa qualidade de forragem e pode ser disponibilizada aos animais na
forma de pastagem, cortada in natura ou feno (AVALOS et al., 2004).

A morfologia das flores da C. ternatea esta associada com o aparelho sexual
feminino, sendo utilizada como tratamento para aumentar a fertilidade, controlar a
secrecdo menstrual, tratar a gonorreia e como estimulante sexual (FANTZ, 1991).
Existe uma crenca que as estruturas de plantas que se assemelham a porcdes do
corpo humano indicam a sua capacidade de fornecer remédios para doencas
(FANTZ, 1991).

Raizes, flores, folhas e sementes de C. ternatea sdo conhecidas por
apresentarem varias propriedades terapéuticas na medicina popular indiana
(MUKHERJEE et al., 2008). As suas raizes sdo usadas no tratamento de desordens
mentais (VASISHT et al., 2016), dores no corpo, hemicrania, distdrbios urogenitais,
leucoderma, bronquite, asma, tuberculose pulmonar, ascite, febre dentre outros
(SALA, 1997; MUKHERJEE et al., 2008). Também contém propriedades laxativas e
diuréticas (MUKHERJEE et al., 2008; RAGHU et al., 2017). A infusédo das flores é
utilizada na elaboracédo de colirio (JAIN, 2003), na inducdo da contracdo uterina e
menstruacdo (MUKHERJEE et al., 2008). As folhas auxiliam no tratamento da dor de
ouvido (otalgia) e doencas do figado (hepatopatia), enquanto as sementes séo
laxantes (SALA, 1997).
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No sistema indiano de medicina Ayurveda, a C. ternatea é chamada de
Shankhpushpi e usada no preparo da Medhya Rasayana, indicada por aumentar a
capacidade intelectual, rejuvenescer o corpo e sistema nervoso, melhorar a aurea e
a saude para um envelhecimento com qualidade (RAGHU et al., 2017). A Medhya
Rasayana € um grupo de preparacdes Ayurveda a partir de extratos de plantas
selecionadas com propriedades rejuvenescedoras do sistema nervoso (SINGH;
NARSIMHAMURTHY; SINGH, 2008).

As pétalas azuis das flores da C. ternatea contém uma variedade de
compostos fendlicos, principalmente antocianinas, usadas como corantes naturais
em alimentos e bebidas devido a alta estabilidade (GOMEZ; KALAMANI, 2003;
MUKHERJEE et al., 2008). Na Malasia, o extrato aquoso das flores secas € usado
para colorir bolos de arroz e no prato popular “Nasi Kerabu” (LOWRY; CHEW, 1974;
NEDA; RABETA; ONG, 2013).

As propriedades terapéuticas presentes na C. ternatea devem-se a presenca
de diversos metabdlitos secundarios, em especial os flavonoides e acidos fendlicos.
Dentre essas propriedades, destacam-se as seguintes: antidiabética (SHARMA;
MAJUMDER, 1990; DAISY; RAJATHI, 2009), antidepressiva, anticonvulsivante e
antiestresse (JAIN et al.,, 2003), antinflamatéria e analgésica e antipirética (DEVI,
BOOMINATHAN; MANDAL, 2003), antiglicante (CHAYARATANASIN et al., 2015),
antioxidante (KAMKAEN; WILKINSON, 2009; CHAYARATANASIN et al.,, 2015,
QASIM et al.,, 2017), antibacteriana (ARUMUGAM; PANNEERSELVAM, 2012),
neuroprotetiva (RAGHU et al., 2017), hepatoprotetora (NITHIANANTHAM et al.,
2013) e aprimoramento da aprendizagem e memoria (TARANALLI,
CHEERAMKUZHY, 2000; RAI et al., 2001).

1.3.2.1 Composicdo quimica das flores de C. ternatea

A composicdo de pigmentos presentes em pétalas das flores tem sido
estudada por muitos anos. As pétalas azuis da C. ternatea, quando analisadas por
espectroscopio, apresentaram as mesmas caracteristicas espectroscopicas
comparadas ao extrato das pétalas (RAMAN, 1969). Nesse periodo iniciaram 0s
estudos com objetivo de identificar os compostos presentes nas pétalas da C.

ternatea. Um dos primeiros estudos disponiveis na literatura foi realizado por
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Srivastava e Pand (1977) que identificaram antocianinas em extrato metandlico
acidificado das pétalas da Clitoria ternatea. Os pesquisadores isolaram as
antocianinas por meio da cromatografia em papel e identificaram a malvidina-3-3-
glicosideo e delfinidina-3-B-glicosideo. Em 1979, Ranaganayaki e Singh isolaram e
identificaram o kaempferol a partir das pétalas da C. ternatea.

Saito e colaboradores (1985) isolaram seis antocianinas aciladas azuis das
pétalas as quais permaneceram estaveis em solucdo neutra por varios meses. As
antocianinas foram todas baseadas na delfinidina 3,3',5'-triglicosideo e denominadas
de ternatinas A-F. Também foram isolados flavondis e identificados como
kaempferol, kaempferol-3-glicosideo, robinina, quercetina e quercetina-3-glicosideo
(SAITO et al., 1985).

A estrutura das antocianinas aciladas presentes nas pétalas azuis da Clitoria
ternatea, nomeadas de ternatinas Al, A2, Bl, B2, D1 e D2, foi estudada e
identificada por Terahara et al. (1989, 1990, 1996, 1998) e Kondo et al. (1990). A
primeira estrutura elucidada refere-se a ternatina D1, sendo identificada como
delfinidina 3-0-(6-O-malonil-p-D-glicopiranosil)-3',5"-di-O-(6-O-(E-4-0-(6-O-E-p-
cumaril-B-Dglicopiranosil)-p-cumaril)-B-D-glicopiranosil) (TERAHARA et al., 1989). A
estabilidade da cor da ternatina D1 em solugdo aquosa neutra € atribuida ao
empilhamento intramolecular entre o ndcleo da delfinidina e as cadeias laterais-
GCGC (G: D-glucose e C: acido p-cumarico), no qual a porcédo do cromoforo (forma
de base quinonoidal) esta protegida de ataques dos nucledfilos como moléculas de
agua (TERAHARA et al., 1989).

A mistura de ternatinas extraidas das pétalas e preparadas com a desacilacdo
alcalina ou oxidagdo por peroxido de hidrogénio (H202), determinou a presenca de
duas porc¢des acil identificadas como acido E-4-O-P-D-glicopiranosil-p-cumarico e 6-
O-malonil-D-glicopiranose, respectivamente. Na hidrélise alcalina observaram a
antocianina desacilada comum, a diacilternatina (TERAHARA et al., 1990a), cuja
estrutura foi originalmente proposta por Saito et al. (1985) como delfinidina 3,3',5'-
triglicosideo.

O estudo estereoquimico das porcdes glicosil na estrutura da diacilternatina
foi realizado por Terahara et al. (1990b). A mistura de ternatinas foi desacilada com
hidréxido de sédio e o hidrolisado alcalino, contendo diacilternatina e acido 4-p-D-

glucosil-p-cumarico, foi separado e purificado. A estrutura da diacilternatina foi
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determinada como delfinidina 3,3',5'-tri-O-B-D-glucopiranosideo (Figura 1.5) por

espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).

Figura 1.5 — Estrutura quimica da diacilternatina (delfinidina 3,3',5'-tri-O-B-D-
glucopiranosideo).

Fonte: Adaptado de Terahara et al. (1990b).

A ternatina A1 € a maior antocianina presente nas pétalas da C. ternatea,
assim como a mais estavel em solucdo aquosa neutra (TERAHARA et al. 1990c). A
sua estrutura foi identificada como delfinidina 3-O-(6-O-malonil-B-D-glicopiranosil)-3'
,5' -di-O-(6-0-((E)-4-0-(6-O-((E)-4-O-B-D-glicopiranosil-p-cumaril)- B-D-
glicopiranosil)-p-cumaril)-B-D-glicopiranosil) (TERAHARA et al. 1990c). A estrutura
da ternatina A2 contém as cadeias laterais assimétricas, sendo identificada como
delfinidina  3-O-(6-O-malonil-B-D-glicopiranosil)-3’-O-(6-O-(E-4-0-(6-O-(E-4-0O-B-D-
glicopiranosil-p-cumaril)-B-D-glucopyraonsyl)-p-cumaril)-B-D-glicopiranosil)-5’- O -(6-
O-(E-4-O-B-D-glicopiranosil-p-cumaril)-B-D-glicopiranosil) (TERAHARA et al,
1990d).

A ternatina B1 isolada das pétalas da C. ternatea foi identificada por Kondo,
Ueda e Goto (1990). A ternatina B1 é uma antocianina pentacilada com anel-B
substituido assimetricamente por duas cadeias longas. A sua estrutura foi
determinada como delfinidina 3-O-(6-O-malonil- B -D-glicopiranosil)-3'-O-GPGPG-5'-
O-PGPG, onde o P = E-p-cumaril e G = B-D-glicopiranosil (KONDO; UEDA, GOTO,
1990).

Em 1996, Terahara e colaboradores reportaram a presenca de cinco novas
antocianinas, as ternatinas A3, B4, B3, B2 e D2, nas pétalas da C. ternatea. As
estruturas foram determinadas por métodos quimicos e espectroscopicos como
delfinidina 3-malonilG com cadeias laterais 3'-GCG-5-GCG, 3'-GCG-5-GC, 3'-
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GCGCG-5-GC, 3-GCGC-5-GCG e 3'-GCGC-5-GC, no qual G € D-glicose e 0 C é
acido p-cumarico (TERAHARA et al., 1996).

Além dessas antocianinas, outras oito novas antocianinas (ternatinas C1, C2,
C3, C4, C5 e D3; preternatinas A3 e C4), foram isoladas a partir de pétalas da
Clitoria ternatea (TERAHARA et al., 1998). As estruturas das ternatinas C1, C2, C3,
C4, C5 e D3 foram caracterizadas como delfinidina 3-malonilglicosideo tendo como
cadeias laterais 3'-GCGC-5-G, 3-GCGCG-5-G, 3-GC-5-G, 3-GCG-5-G, 3-G-5-G,
e 3-GC-5"-GC, respectivamente. Os compostos preternatinas A3 e C4 apresentam a
estrutura como delfinidina 3-glicosideo com cadeias laterais 3'-GCG-5-GCG e 3'-
GCG-5'-G, respectivamente (TERAHARA et al., 1998).

Quinze antocianinas poliaciladas a partir das pétalas da Clitoria ternatea,
chamadas de ternatinas Al, A2, A3, B1, B2, B3, B4, C1, C2, C3, C4, C5, D1, D2, e
D3 foram identificadas. As antocianinas apresentaram uma estrutura Unica
caracterizada como delfinidina malonilada 3,3',5'-triglicosideos, possuindo uma série
de cadeias laterais 3', 5' com unidades D-glicose (G) e &cido p-cumarico (C)
alternadas (TERAHARA et al., 1998). A estrutura da delfinidina malonilada 3,3',5"-
triglicosideos esta demonstrada na Figura 1.6.

Figura 1.6 — Estrutura da delfinidina malonilada 3,3',5'-triglicosideos e as cadeias
laterais presentes na pétala azul da Clitoria ternatea.

Ternatina R R1
Ternatina Al GCGCG GCGCG
Ternatina A2 GCGCG GCG
Ternatina A3 GCG GCG
Ternatina B1 GCGCG GCGC
Ternatina B2 GCGC GCG
Ternatina B3 GCGCG GC
Ternatina B4 GCG GC
Ternatina C1 GCGC G
Ternatina C2 GCGCG G
0 0 Ternatina C3 GC G
M Ternatina C4 GCG G
HO 0 OH Ternatina C5 G G
Ternatina D1 GCGC GCGC
Ternatina D2 GCGC GC
Ternatina D3 GC GC

Fonte: Adaptado de Mukherjee et al. (2008).
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Também foram estudados outros componentes quimicos presentes em
extratos das pétalas azuis da C. ternatea, obtidos por diferentes métodos e
solventes de extracdo. Os flavondis presentes nas pétalas azuis foram isolados e
identificados utilizando espectroscopia UV-Vis, LC-MS/MS e RMN (KAZUMA; NODA,
SUZUKI, 2003a). Quatorze glicosideos flavondis, incluindo trés novos, foram
isolados a partir de extrato aquoso contendo 1% de &cido trifluoroacético (TFA) e
50% de alcool metilico. Os trés novos flavonois foram identificados como kaempferol
3-0-(27-O-a-ramosil-6"-O-malonil)- B -glicosideo, quercetina 3-O-(2"-O-a-ramosil-6”-
O-malonil)-B-glicosideo e miricetina 3-0O-(27,6”-di-O-a-ramosil)-  B-glicosideo,
juntamente com os outros onze flavondis identificados em estudos anteriores
(KAZUMA; NODA; SUZUKI, 2003a). A estrutura dos glicosideos flavonodis esta
demonstrada na Figura 1.7.

Figura 1.7 — Estruturas dos flavonois presentes na pétala azul da Clitoria ternatea.

R1 R> Rs R4
1 H H ramosil ~ malonil
2 OH H ramosil  malonil
3 OH OH ramosil  ramosil
4 OH H ramosil  ramosil
5 H H ramosil  ramosil
6 H H ramosil H
7 OH H ramosil H
8 OH OH ramosil H
9 H H H ramosil
10 OH H H ramosil
11 OH OH H ramosil
12 H H H H
R4D OH 13 OH H H H
14 OH OH H H

Nota: 1, kaempferol 3-O-(2”-O-a-ramosil-6”-O-malonil)-B-glicosideo; 2, quercetina 3-0-(2”-0O-o-
ramosil-6"-O-malonil)-B-glicosideo; 3, miricetina 3-2%-ramosilrutinosideo; 4, quercetina 3-26-
ramosilrutinosideo; 5, kaempferol 3-2°-ramosilrutinosideo; 6, kaempferol 3-neohesperidoside; 7,
quercetina 3-neohesperidoside; 8, miricetina 3-nechesperidoside; 9, kaempferol 3-rutinosideo; 10,
guercetina 3-rutinosideo; 11, miricetina 3-rutinosideo; 12, kaempferol 3-glicosideo; 13, quercetina 3-
glicosideo; 14, miricetina 3-glicosideo.

Fonte: Adaptado de Kazuma, Noda e Suzuki (2003).

No mesmo ano, Kazuma e colaboradores (2003b) identificaram flavonoides
em extratos metandlicos de diferentes linhagens de cores das pétalas da Clitoria

ternatea utilizando a espectroscopia UV-Vis, LC-MS/MS e RMN. As quinze
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ternatinas identificadas anteriormente, estavam presentes nas flores com pétalas
azul escura, clara e malva. Nas flores brancas ndo foi detectada a presenca de
antocianinas. A miricetina representou cerca de 0,21 a 0,55% m/m do total de
flavondis presentes nas pétalas azul escura, clara e malva. A mudanca na cor das
pétalas a partir da azul escura para malva ndo ocasionou a alteracéo na estrutura da
antocianina delfidinina, mas somente a falta de substituicdes no grupo glicosil nas
posicdes 3’ e 5. Os pesquisadores concluiram que as glicosilacfes nas posigbes 3’
e 5’ da antocianina estao relacionadas com a presencga da cor azul nas pétalas da C.
ternatea (KAZUMA; NODA; SUZUKI, 2003b).

Em outro estudo com a hidrélise alcalina e acida das antocianinas purificadas
das pétalas da C. ternatea foi observado que as mesmas séo derivadas somente da
delfinidina. Essas antocianinas apresentaram alta estabilidade com absorcao
maxima a 545 nm em solug¢do tampéo pH 1 e continuaram a exibir cor mesmo em
solucdo tampao com pH 4,5, enquanto outras antocianinas sao incolores (WONGS-
AREE; GIUSTI; SCHWARTZ, 2006). Em relacdo a estabilidade da cor da
antocianina em extratos das pétalas da C. ternatea com diferentes pHs, Abdullah et
al. (2010) observaram que as antocianinas apresentam uma variagdo entre a cor
vermelha, violeta, azul, verde até amarela, em funcdo das mudancas estruturais
para varias espécies em equilibrio a medida em que o pH variou entre 1 a 12,
respectivamente.

Sarumathy e colaboradores (2011) analisaram o extrato etandlico de partes
aéreas secas da C. ternatea com o objetivo de identificar a composi¢cao quimica por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Os
compostos identificados foram o &cido n-hexadecandico, varidifloreno,
pterocarpanos, homopterocarpina, propano, ester étil e inositol. Além desses
compostos, Verma e colaboradores (2013) verificaram a presenca de alcaloides,
compostos fendlicos, taninos, flavonoides, carboidratos, esterdis, terpendides e
proteinas em extrato etandlico das partes aéreas.

A composicdo quimica do extrato aguoso e metanodlico das pétalas da C.
ternatea foi estudada por Neda, Rabeta e Ong (2013). Na anélise por CG-MS os
pesquisadores identificaram a presenca de inositol (38,7%) e pentanal (14,3%) no
extrato aquoso. JA no extrato metandlico identificaram o inositol (33,6%),

ciclohexeno, 1-metil-4-(1-metiletilideno) (7,1%), acido acético, e hirsuteno (5,7%). As
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pétalas também apresentaram fibras, proteinas e minerais (Ca, Mg e K) (NEDA,
RABETA; ONG, 2013).

Na literatura foram encontrados poucos trabalhos com a identificacdo de
compostos bioativos em extrato aquoso das pétalas da Clitoria ternatea (NEDA,
RABETA; ONG, 2013; IAMSAARD et al, 2014; MAKASANA et al, 2016;
PASUKAMONSET; KWON; ADISAKWATTANA, 2016), o qual representa a forma
consumida pela populacdo. A maioria dos trabalhos citados acima utilizou como
solventes de extragéo o alcool metilico, &lcool etilico e a propanona.

Adicionalmente a pesquisa de artigos cientificos, uma reviséo foi realizada na
base de patentes do Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI) utilizando as
palavras chaves Clitoria ternatea e clitéria-azul, nenhum resultado foi obtido. Assim,
fica claro que o estudo quimico, das propriedades antioxidante e citotoxica in vitro do
extrato aquoso das pétalas de Clitoria ternatea pode apresentar potencial

tecnoldgico.

1.4 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos ou polifendis, representam uma das principais
classes de metabdlitos secundarios sintetizados pelas plantas (WARNER, 2015).
Esses compostos estdo disponiveis em alimentos a base de plantas, como frutas,
vegetais e graos, e podem contribuir na coloracdo, acidez, adstringéncia, sabor, odor
e estabilidade oxidativa (NACZK; SHAHIDI, 2004). Pesquisas recentes demonstram
gue o consumo desses compostos esta fortemente relacionado a reducédo do risco
de cancer, distarbios inflamatorios e doencas cardiovasculares, devido ao seu poder
antioxidante (OLAS, 2016; FERNANDEZ-OCHOA et al., 2017).

As plantas produzem metabdlitos priméarios e secundarios com base na sua
func@o e nas vias biossintéticas. Os metabdlitos primarios sdo substancias organicas
relacionadas com o0s processos biolégicos (crescimento, desenvolvimento e
reproducéo), e incluem carboidratos, proteinas, lipidios, acidos nucleicos e acidos
organicos (HATAMI; KARIMAN; GHORBANPOUR, 2016). J4 os metabdlitos
secundarios nao estao diretamente envolvidos nos processos bioldgicos, mas atuam

na protecdo das plantas contra insetos, doencas microbianas e em ambiente
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estressante por condigbes desfavoraveis de temperatura, luz e pH (HELENO et al.,
2015; HATAMI; KARIMAN; GHORBANPOUR, 2016).

Os metabdlitos secundarios séo sintetizados a partir de metabalitos primarios,
sendo divididos em trés grandes classes quimicas: terpenos (formados por unidades
isoprénicas de cinco carbonos), compostos fendlicos (formados por acucares
simples, anéis de benzeno, oxigénio e hidrogénio), e os compostos nitrogenados
(formados principalmente a partir de aminoacidos aromaticos) (BOURGAUD et al.,
2001; GOYAL et al., 2012).

Dentre essas classes, os compostos fendlicos constituem uma importante
classe de metabdlitos secundarios estando amplamente distribuidos na natureza,
com mais de 8000 compostos individuais identificados (SOTO-VACA et al., 2012).
Sao moléculas orgéanicas formadas por um ou mais anéis benzénicos com grupos
hidroxila (-OH) e apresentam como substituintes grupamentos metil, metoxil, amino e
monossacarideos (HARBONE, 1988).

Os compostos fendlicos sao originados por meio de duas vias metabdlicas
principais: via do acetato malonato e via do acido chiquimico (HARBONE, 1989). A
biossintese dos fendis inicia na via do &cido chiquimico com a sintese de
aminoacidos arométicos e, ao final da via, sdo sintetizados em fenilalanina, tirosina e
triptofano. A partir destes trés compostos, sdo sintetizados os flavonoides, acidos
hidroxibenzedicos, acidos hidrocinamicos, estilbenos, cumarinas e lignoides, Figura
1.8 (HARBONE, 1989).

Figura 1.8 — Representacdo dos compostos fendlicos separados por classes.
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Fonte: Adaptado de Granato et al. (2016).



52

1.4.1 Acidos Fendlicos

Os acidos fendlicos consistem em dois grupos principais, derivados do acido
hidroxibenzéico e derivados do &cido hidroxicinamico (LIU, 2007). Os &cidos
hidroxibenzdicos incluem, dentre outros, os acidos galico, p-hidroxibenzdico,
protocatecuico, vanilico e siringico, e sua estrutura contém sete atomos de carbono
(Ce-C1), sendo os acidos mais simples encontrados na natureza. Os acidos
hidroxicinamicos incluem, dentre outros, os acidos p-cumarico, caféico, ferulico e
sinapico, e sua estrutura apresenta nove atomos de carbono (Ce-C3), mas séo
encontrados em vegetais com sete carbonos (YANG et al., 2001; LIU, 2007; GIADA,
2013). Estas substancias caracterizam-se por apresentar um anel benzénico, um
grupo carboxilico e um, ou mais, grupos hidroxila e/ou metoxila na molécula,

conferindo propriedades antioxidantes aos vegetais (YANG et al., 2001).

1.4.2 Flavonoides

Os flavonoides representam um dos grupos de compostos naturais mais
importantes e diversificados entre os produtos de origem vegetal, compreendendo
cerca de 4500 estruturas quimicas diferentes (WARNER, 2015). Os flavonoides
possuem propriedades antioxidantes favoraveis a saude, tornando-se componente
indispensavel na dieta humana (COOK; SAMMAN, 1996). As propriedades
antioxidantes dos flavonoides estéo relacionadas com a sua estrutura quimica, que
em geral consiste em dois anéis aromaticos (A e B), unidos por um anel pirano (C),
Figura 1.8. Diferencas na estrutura do anel C classificam os flavonoides em
diferentes classes (flavondis, flavonas, flavandis, flavononas, antocianidinas e
isoflavonoides) e nivel de oxidac&o, enquanto compostos individuais dentro de cada
classe diferem no padrdo de substituicdo dos anéis A e B (PIETTA, 2000; KUMAR,;
PANDE, 2013). As estruturas quimicas dos flavonoides estdo demonstradas na
Tabela 1.1.
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Tabela 1.1 — Estruturas quimicas dos flavonoides.

Classes Estruturas Exemplos
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Fonte: Adaptado de Kumar e Pande (2013).

A estrutura basica dos flavonoides pode sofrer substituicdes por hidroxilas,
glicosideos (glicose, galactose, ramnose, arabinose), metilas, prenilas e acilas. As
antocianidinas sédo a principal classe encontrada em vegetais, denominadas de
antocianinas, caracterizam-se por estarem ligadas a glicosideos e conterem uma

carga positiva e duas ligacdes duplas no anel C (WARNER, 2015).

1.4.2.1 Antocianinas

A cor azul intensa das flores da C. cyanus e C. ternatea se deve a presenca
das antocianinas. As antocianinas (do grego, anthos = flor e kianos = azul)
pertencem ao grupo dos flavonoides, responsaveis pelas cores vermelha, azul, roxa

ou laranja presentes em vegetais, frutas, flores e folhas (STRACK; WRAY,1993). Por
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dar cores a flores e frutos, desempenham um importante papel na atracdo de
animais para polinizacao e dispersédo de sementes (KONG et al., 2003).

A antocianidina é a estrutura quimica basica das antocianinas, e consiste de
um anel aromatico (A) ligado a um anel heterociclico (C) que contém oxigénio, que
também faz uma ligacdo carbono-carbono a um terceiro anel aromético (B), Figura
1.9 (KONCZAK; ZHANG, 2004). As antocianinas sdo derivados glicosilados de
antocianidinas, ou seja, apresentam uma ou mais hidroxilas nas posicoes 3, 5 e 7
ligadas a acucares (LI; DENG, 2015). Os agucares comumente ligados nas
antocianidinas sédo a glicose, ramnose, xilose, galactose e arabinose (FRANCIS;
MARKAKIS, 1989). As antocianinas podem estar aciladas com acidos aromaticos e
alifaticos, tais como acidos p-cumarico, caféico, ferulico, acético, galico, malénico e
malico, sendo consideradas quimicamente mais estaveis (PETERSSON et al., 2008;
LI; DENG, 2015).

Figura 1.9 — Estrutura quimica geral das antocianidinas.

Antocianidina R1 R2
Delfinidina OH OH
Cianidina OH H
Petunidina OCH3 OH

Pelargonidina H H

Peonidina OCH3 H
Malvidina OCH3 OCH3

Fonte: Adaptado de Li e Deng (2015).

As diferengas entre as moléculas de antocianinas se devem ao numero de
grupos hidroxilicos, grau de metilagdo, natureza e niumero de agucares ligados e a
posicdo dessas ligacfes (KONG et al.,, 2003). Os radicais R1 e R2 podem ser
substituidos por grupos H, OH ou OCHs e a ligagéo glicosidica pode ser feita no
grupo hidroxila nos carbonos 3, 5 e 7, Figura 1.9 (KONG et al., 2003).

O grau de hidroxilagdo e metoxilagdo influenciam na estabilidade das
antocianinas, sendo que aquelas que contém maior nimero de grupos hidroxilas séo
menos estaveis, e alto grau de metoxilacdo s&do mais estaveis (FRANCIS;
MARKAKIS, 1989). E também influenciam na cor das antocianinas, pois devido a
grande capacidade de doar elétrons dos grupos metoxila ocorre intensa absorcao da
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luz na faixa do espectro visivel, causando uma maior mudanca batocrémica
comparada aos grupos hidroxilas (SCHWARTZ; ELBE; GIUSTI, 2010).

A glicosilacdo nas moléculas de antocianinas confere maior estabilidade e
solubilidade em agua (MAZZA; CACACE; KAY, 2004). Um numero crescente de
residuos de aclcar e acilagdo com &cidos aromaticos ou alifaticos estabiliza as
antocianinas contra os efeitos do pH, temperatura e luz. Além disso, as antocianinas
também podem formar estruturas intermoleculares com flavondis, ou com ions
metalicos que, de maneira geral, sdo quimicamente mais estaveis se comparados
aos compostos de origem (SKREDE; WROLSTAD, 2002).

As antocianinas sdo consideradas poderosos antioxidantes que proporcionam
beneficios ao organismo humano. O consumo de alimentos fonte de antocianinas
esta associado com a reducdo do risco de doencas, dentre as quais doencas
cardiovasculares, diabetes, cancer e outras relacionadas ao estilo de vida (COOK;
SAMMAN, 1996; HE; GIUSTI, 2010).

A atividade antioxidante das antocianinas esta relacionada com a estrutura
guimica, o atomo de oxigénio apresenta elétrons livres e esta proximo do anel
benzénico, liberando o atomo de hidrogénio para moléculas reativas (ZHANG;
WANG, 2004). Além disso, os grupos substituintes do anel B influenciam na
atividade antioxidante, sendo classificados de acordo com o0 maior potencial
antioxidante em —OH > -OCHs > -H (ROSSETTO et al., 2007).

Ja sdo conheceidas mais de 500 antocianinas e 23 antocianidinas, das quais
apenas seis sao frequentemente encontradas nas plantas: cianidina, pelargonidina,
delfinidina, petunidina, peonidina e malvidina (KONG et al., 2003; LI; DENG, 2015).
Os (glicosideos de trés antocianinas nao-metiladas, cianidina, delfinidina e
pelargonidina, sdo os mais difundidos na natureza, presentes em 80% das folhas
pigmentadas, 69% dos frutos e 50% das flores (KONG et al., 2003).

1.4.2.1.1 Estabilidade das antocianinas

A estabilidade das antocianinas e a sua cor na forma concentrada como
corante natural alimentar, depende de varios fatores (WEBER; BOCH; SCHIEBER,
2017). As antocianinas isoladas séo altamente instaveis e suscetiveis a degradacao

por fatores como pH, temperatura, estrutura quimica, concentracdo, luz, oxigénio,
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solventes, presenca de enzimas, flavonoides, proteinas e ions metalicos (GIUSTI,
WROLSTAD, 2003).

Em solucdes acidas, as antocianinas sdo mais estaveis do que em meio
neutro e alcalino (MARKAKIS, 1982). De acordo com o pH ocorre uma mudanca na
estrutura e na cor das antocianinas, Figura 1.10. Em condi¢Bes acidas (pH entre 1 a
2), a antocianina existe primariamente na forma de cation flavilico (AH*), que é a
forma mais estavel e apresenta coloracdo vermelha. Com o aumento do pH (pH
entre 2 e 4) ocorre a rapida perda do proton para produzir a forma quinoidal, de
coloracdo azul ou violeta. Em paralelo ocorre a hidratagdo do cétion flavilico (AH"),
gerando a pseudobase incolor ou carbinol (B) que atinge o equilibrio lentamente com
a chalcona incolor. Em valores de pH acima de 6,0, tanto a estrutura pseudobase
carbinol e anidrobase quinoidal podem formar a espécie cis-chalcona. Com a
formacado destas estruturas ocorre a ruptura do anel heterociclico, dependendo do
tipo de antocianina, pode tornar a reacao irreversivel (BROUILLARD; DELAPORTE,
1977; MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008).

Altas temperaturas podem influenciar na estabilidade das antocianinas
durante o processamento e o armazenamento dos alimentos (LOIZZO; TUNDIS;
MENICHINI, 2015). A utilizagdo de temperaturas acima de 80 °C durante o
processamento, pode ocasionar 0 aumento da taxa de degradacdo térmica das
antocianinas, e resultar em concentracdes mais baixas com alteracdo da cor e
diminuigc&o dos potenciais beneficios para a saude (HOWARD et al., 2012; LOIZZO;
TUNDIS; MENICHINI, 2015).
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Figura 1.10 — Mudancas estruturais das antocianinas em meio aquoso em funcao de

diferentes pHs.
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Fonte: Marco, Poppi e Scarminio (2008).

O aquecimento desloca o equilibrio para a forma chalcona, enquanto as
formas estruturais do cation flavilico e da base quinoidal sdo transformadas
ocorrendo a formacdo de produtos de degradacdo com coloragdo marrom
(SCHWARTZ; ELBE; GIUSTI,
presenca de outros &cidos organicos e o aumento da temperatura tém uma forte
2010).

A luz ultra-violeta e visivel acelera a degradacdo das antocianinas conforme

2010). A estrutura quimica da antocianina em
influéncia na degradacéo térmica (PATRAS et al.,
demonstrado em diversos trabalhos. Wang, He e Li (2010) observaram a
degradacdo de 49% das antocianinas de blueberry apo6s oito dias de exposi¢do a
luz. O oxigénio também pode degradar as antocianinas, juntamente com a presenca
de acido ascorbico e ions cobre, formam o perdxido de hidrogénio, que causa a

descoloracdo e acelera o processo de degradacdo (MARKAKIS, 1982; SKREDE;
WROLSTAD, 2002).
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As enzimas endogenas presentes nos tecidos das plantas, tais como
glicosidases, polifenoloxidases e peroxidases, também degradam as antocianinas.
As (glicosidases hidrolisam as ligacdes glicosidicas liberando o acglucar e a
antocianidina, que por sua vez, € instavel e degrada-se em derivados incolores
(FRANCIS; MARKAKIS, 1989). As polifenoloxidases nao reagem diretamente com
as antocianinas, mas antes catalisam a oxidacdo do acido clorogénico formando a
guinona, que é responsavel pela degradacdo das antocianinas com a geracao de
pigmentos marrons (KADER et al., 1999).

As complexagdes de metais e antocianinas sdo comuns no reino vegetal,
sendo responsaveis pelo espectro das cores nas flores (SCHWARTZ; ELBE;
GIUSTI, 2010). As antocianinas com grupos hidroxilas na posicdo orto interagem
com ions metdlicos polivalentes, produzindo alteracdo na cor do pigmento para o
azul (MARKAKIS, 1982; SCHWARTZ; ELBE; GIUSTI, 2010).

A alta concentracdo de acuUcares pode estabilizar a degradacdo de
antocianinas, provavelmente devido a diminuicdo da atividade de agua, evitando o
ataque nucleofilico do cation flavilico e a formacdo da base carbinol incolor.
Entretanto, as baixas concentracbes de acucares podem causar poucos efeitos
sobre a atividade de agua (SCHWARTZ; ELBE; GIUSTI, 2010). A degradagéo das
antocianinas esta relacionada com a presenca de furfural (originado de aldo
pentoses) e hidroximetilfurfural (originado de ceto-hexoses), produtos resultantes da
reacdo de Maillard ou pela oxidacdo do acido ascérbico, no qual condensam-se com
as antocianinas formando compostos marrons (MESCHTER, 1954; SCHWARTZ;
ELBE; GIUSTI, 2010).

As antocianinas podem formar complexos fracos com flavonoides n&o-
antocianicos, proteinas, alcal6ides, taninos, cumarina, &cidos cinamicos e
polissacarideos por meio da copigmentacdo intermolecular, resultando em um
aumento na estabilidade em meio aquoso (FRANCIS; MARKAKIS, 1989;
SCHWARTZ; ELBE; GIUSTI, 2010). Na copigmentacdo intramolecular ocorre a
estabilizacdo da cor das antocianinas, provavelmente devido a forca das ligacdes
covalentes entre porcdes de glicosilacdo e acilagdo na molécula (FRANCIS;
MARKAKIS, 1989; MALIEN-AUBERT; DANGLES; AMIOT, 2001). A copigmentagéo
pode ser afetada pelo tipo e concentracdo de antocianina e copigmento, pH,
temperatura, metais e interacdes entre todos (FRANCIS; MARKAKIS, 1989).
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1.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes mais abundantes na natureza pertencem ao grupo dos
compostos fendlicos, que englobam uma vasta gama de substéncias, as quais
apresentam no minimo um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos.
Os compostos fendlicos, juntamente com os carotenoides, sdo compostos bioativos
abundantemente presentes nos vegetais, 0s quais tém sido associados a reducao
do risco de doencas cronicas (FERNANDEZ-OCHOA et al., 2017).

Os antioxidantes em alimentos séo caracterizados como compostos que podem
retardar ou inibir as reacdes de oxidacdo provocadas pelas espécies reativas de
oxigénio, ERO (BOROSKI et al., 2015). Os compostos fendlicos atuam na eliminacéo
de radicais livres devido a capacidade de doacdo de hidrogénio da molécula de
flavonodides, que pode se ligar a espécies reativas de oxigénio, EROs, como o
superoxido (Oz2), oxigénio singleto (‘O2), peréxido (ROO), perdxido de hidrogénio
(H202) e radical hidroxila ("OH) (FUKUMOTO; MAZZA, 2000; POJER et al., 2013).
Aléem disso, as antocianinas reforcam as defesas antioxidantes endogenas por meio
da restauracdo ou aumento das atividades e expressdo génica das enzimas
antioxidantes  superoxido dismutase, catalase e (glutationa peroxidase
(TOUFEKTSIAN et al., 2008; YAHYAPOUR et al., 2018).

Outro mecanismo antioxidante consiste na quelacdo de ions de metais de
transicdo, como Fe?* e Cu?*, impedindo a sua participacdo em reacgées tipo Fenton e
a geracgao de radicais hidroxil altamente reativos (YANG et al., 2001). A quelagéo de
metais pelos flavonoides ocorre devido a presenca do grupamento orto-di-hidroxi no
anel B e ao cetol no anel C da estrutura quimica, enquanto o grupamento 5,7-di-
hidroxi no anel A n&o contribui para a capacidade antioxidante dessas substancias
(BOROSKI et al., 2015).

Além disso, os compostos fendélicos sédo capazes de exercer efeitos benéficos
para a saude ao atuarem como agentes pro-oxidantes eliminando células tumorais
sem afetar drasticamente as células normais (CARMO et al., 2018). Os compostos
fendlicos podem interferir no carater “two-faced” das EROs, que atuam como
mensageiros secundarios em cascatas de sinaliza¢do intracelular, com a inducéo do
fendtipo oncogénico de células cancerigenas e/ou apresentar atividade anti-
tumorogénica induzindo a morte celular (KHAN et al., 2012; CARMO et al., 2018).
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1.6 CORANTES NATURAIS E APLICACOES TECNOLOGICAS

As cores dos alimentos e bebidas tem uma influéncia direta nas escolhas
alimentares por estarem associadas diretamente ao sabor. Normalmente, as
pessoas associam as cores dos alimentos e bebidas com fontes naturais, por
exemplo o vermelho com “morango”, amarelo com “laranja/manga”, roxo com “uva’,
azul com “blueberry”, e verde com “limao” (VINHA et al., 2018). Os corantes
alimentares podem ser classificados em corantes naturais que sdo sintetizados
naturalmente por plantas, animais e fungos; corantes idénticos a natureza que séo
sintetizados nas indUsrias mas apresentam a mesma estrutura quimica dos naturais;
e 0s corantes artificiais ou sintéticos que ndo sao idénticos a natureza e sdo obtidos
por sintese quimica (MSAGATI, 2013; CORRADINI, 2019). A maioria dos alimentos
e bebidas industrializadas sofre a adicdo de corantes sintéticos com objetivo de
intensificar a cor garantindo a uniformidade e também como um indicativo da
qualidade (CRINO et al., 2013).

A legislacdo brasileira por meio da Resolugcdo n° 44/77 da CNNPA/MS
estabelece as condicbes gerais de elaboracdo, classificacdo, apresentacao,
designagdo, composicao e fatores essenciais de qualidade dos corantes
empregados na producdo de alimentos e bebidas (BRASIL, 1977). A Portaria n°
540/97 da SVS/MS estabelece que sejam utilizados aditivos autorizados em
concentracdes tais que sua ingestao diaria ndo supere os valores de ingesta diaria
aceitavel (IDA) recomendados, e que atendam as exigéncias de pureza
estabelecidas pela FAO-OMS, ou pelo Food Chemical Codex (BRASIL, 1997).
Varios corantes sintéticos sdo permitidos pela legislacdo brasileira para 0 uso em
alimentos.

Historicamente, a induUstria de alimentos prioriza a utilizacdo dos corantes
sintéticos ao invés dos corantes naturais devido ao baixo custo, alta capacidade de
coloracao, e estabilidade durante o processamento e armazenamento (CORRADINI,
2019). Entretanto, o consumo de corantes sintéticos tem sido potencialmente
associado como uma das principais causas de alergias, intolerancia alimentar,
hiperatividade, irritabilidade, inquietacdo e distirbios do sono em criancas
(FEKETEA; TSABOURI, 2017; CORRADINI, 2019). Estudos correlacionam a

ocorréncia de reacfes adversas em criancas a quantidade de corantes sintéticos
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consumidos diariamente em bebidas, doces, sorvetes, cereais matinais e
salgadinhos (STEVENS et al., 2014; STEVENS et al., 2015).

Uma alternativa para substituir os corantes sintéticos € a utilizacdo de
pigmentos naturais extraidos de plantas (flores, frutas e vegetais), insetos
(cochonilha), animais (moluscos, marisco, lula), fungos (Blakeslea trispora e
Monascus spp.), e cianobactérias (Arthrospira spp.) (SINGH; SRIVASTAVA, 2015;
VINHA et al., 2018). Os corantes naturais mais comuns sdo a clorofila, carotenoides,
betalainas e as antocianinas que fazem parte das classes dos compostos quimicos
tetrapirrois, tetraterpenos, N-heterociclicos, e flavonoides, respectivamente
(ABEROUMAND, 2011). Alguns corantes naturais sdo usados e legislados pela
industria de alimentos (CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2015).

A clorofila € um grupo de pigmentos naturais produzido em todas as plantas
fotossintéticas, incluindo algas comestiveis (Ulva sp., Porphyra umbilicales, e
Laminaria ochroleuca) e algumas bactérias. Entre as cinco diferentes estruturas de
clorofila que existem, apenas duas clorofilas (a e b) sdo usadas como corantes
verdes em alimentos. Os corantes comerciais (INS 140l) sdo extraidos de alfafa
(Medicago sativa L.), urtiga (Urtica dioica L.), e uma série de gramineas (FRANCIS,
2002). Sao usados em cereais, massas alimenticias, sopas, bebidas e confeitos de
acucar.

Os carotenoides s&o um grupo de pimentos lipossollUveis responsaveis pelas
cores amarelo, laranja e vermelho (BRITTON; KHACHIK, 2009). Diversos corantes
naturais compostos por carotenoides como a curcumina ou curcuma (INS 100),
urucum (INS 160b), paprica (INS 160c), B-caroteno ou mistura de carotenos (INS
160a), luteina (INS 161b), licopeno (INS 160d), e cantaxantina (INS 161g) extraidos
de plants, fungos, algas e alguns insetos sao utilizados em alimentos e bebidas
(KENDRICK, 2012; CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2015). Esses corantes sdo
usados em refrigerantes, molhos, confeitos, produtos de panificacdo, sorvete,
gorduras, margarina, iogurtes, crosta de queijos entre outros alimentos (KENDRICK,
2012).

As betalainas sdo grupo de pigmentos encontrados na natureza, divididas em
dois grupos estruturais: as betaxantinas de cor amarela e as betacianinas de cor
vermelho-parpura. Entretanto, estdo presentes somente nas espécies de plantas

Caryophyllales e nos fungos Amanita, Hygrocybe e Hygrosporus (DELGADO-
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VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000). A Gnica betalaina aprovada para
uso como corante vermelho € betanina (INS 162) extraida da beterraba (Beta
vulgaris L.), e tem aplicacdo em produtos para panificacédo, confeitos e carnes, entre
outros (CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2015).

As antocianinas sao responsaveis pelas cores vermelha, azul, roxa ou laranja
presentes em vegetais, frutas, flores e folhas (STRACK; WRAY,1993). As culturas
de uvas e cenouras pretas e/ou roxas sdo as mais usadas para a producdo do
corante antocianina (INS 163). A maior parte da extragcao comercial de uvas ocorre
na Franca e na Itdlia (KENDRICK, 2012). Atualmente existem diversas pesquisas
sobre a aplicacdo de antocianinas de diferentes fontes como corantes naturais em
alimentos. Pires et al. (2018b) aplicaram em iogurte extratos ricos em antocianinas
obtidos de pétalas de flores comestiveis de Dalia mignon, Centaurea cyanus L., e
Rosa damascena “Alexandria” misturada com Rosa gallica “Francesa” e Rosa
canina. Os autores verificaram que as flores tém um grande potencial para serem
usadas como corantes naturais, sendo uma excelente fonte de antocianinas para
desenvolver produtos inovadores com novas caracteristicas sensoriais e bioativas.

Mojica, Berhow e Mejia (2017) verificaram que o extrato da casca do feijao
preto € uma boa fonte de pigmentos naturais, principalmente antocianinas, que
podem substituir os corantes sintéticos comumente usados na inddstria alimenticia,
e aumentar os beneficios potenciais a saude associados ao consumo de compostos
bioativos. Arici et al. (2016) utilizaram pétalas de tulipas como fontes de antocianinas
para a producao de corantes alimentares naturais. Os resultados demonstraram que
as pétalas podem ser usadas como uma nova fonte para a producédo de corantes
alimentares naturais e podem ser adicionadas as formulacbes de alimentos
considerando o pH da amostra. Diaz-Garcia et al. (2014) obtiveram um corante
alimentar rico em antocianinas das flores de Thymus moroderi e aplicaram em
iogurte. Os autores sugeriram que T. moroderi pode ser uma fonte de corante
alimenticio rico em antocianinas (E 163), com alto conteido de compostos fendlicos,
atividade antioxidante, e estavel por conferir cor rosa em iogurte durante um més de

armazenamento sob refrigeracéo.
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CAPITULO 2 - ESTUDO QUIMICO, ATIVIDADES ANTIOXIDANTE, ANTI-
HIPERTENSIVA, E CITOTOXICA/CITOPROTETORA DO EXTRATO AQUOSO DE
PETALAS DE Centaurea cyanus L.

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo otimizar as condicdes experimentais de extracao
de compostos fitoquimicos e propriedades funcionais do extrato aquoso de pétalas
de Centaurea cyanus. Os seguintes parametros foram determinados: a composicao
guimica (LC-ESI-MS/MS), os efeitos do pH na estabilidade e atividade antioxidante
das antocianinas, inibicdo da peroxidacdo lipidica, atividades antioxidante, anti-
hemolitica, antimicrobiana, anti-hipertensiva, efeito citotdxico/citoprotetor, e a
atividade intracelular de espécies reativas de oxigénio. Os resultados demonstraram
gue a temperatura e o tempo influenciaram (p<0,05) o teor de flavonoides,
antocianinas, e a atividade antioxidante de reducdo do ferro (FRAP). Somente a
temperatura influenciou o teor de compostos fendlicos totais, flavonoides néo-
antocianicos e a atividade antioxidante frente ao DPPH*. A analise estatistica
possibilitou a obtencdo das condigcdes experimentais de extragcdo otimizada para
aumentar o teor de compostos bioativos. Os acidos clorogénico, cafeico, feralico e p-
cumarico, isoquercitrina e cumarina, foram identificados como compostos
majoritarios no extrato otimizado. O extrato otimizado apresentou atividade anti-
hemolitica e anti-hipertensiva in vitro, além de apresentar estabilidade e
reversibilidade das antocianinas e atividade antioxidante com variacdo do pH. O
extrato otimizado de C. cyanus exibiu valores elevados de ICso € Glso (> 900 ug/mL)
para todas as linhagens celulares, significando baixa citotoxicidade. Enquanto, no
ensaio de estresse oxidativo, o extrato exibiu acdo pro-oxidante (10-100 ug/mL),

mas nao causou danos e morte celular.

Palavras-chave: LC-ESI-MS/MS, compostos fendlicos, metodologia de superficie de

resposta, funcdo de desejabilidade, flavonoides, protocianina.

O conteudo desse capitulo foi publicado na revista Food and Chemical Toxicology
(Anexo A).
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2.1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, ocorreu um aumento no numero de estudos cientificos em
torno das plantas utilizadas na medicina tradicional, em relacdo a composicéo
guimica com beneficios a saude humana. A espécie Centaurea cyanus L.,
conhecida como cornflower, é nativa da Europa e Asia (HELLWIG, 2004). No Brasil,
estd presente em areas de pastagens e cultivo, ndo sendo explorada
comercialmente. Na medicina tradicional Europeia, o extrato aquoso das flores é
utilizado no tratamento de doencas oculares, nervosas, dermatoldgicas e géstricas,
e como diurético, estimulante e tbénico (VERESCHAGIN; SOBOLEVSKAYA;
YAKUBOVA, 1959; PIERONI et al., 2004; REDZIC, 2007; AL-SNAFI, 2015).

As pétalas de Centaurea cyanus apresentam coloracdo azul por apresentar
uma protocianina, que € um complexo formado entre o metal-antocianina, seis
moléculas de antocianinas, e seis moléculas de flavonas com um ion Fe3* e Mg?* e
dois fons Ca?" (KONDO et al., 1994; SHIONO; MATSUGAKI; TAKEDA, 2005;
TAKEDA, 2006). A cor azul resulta da complexacéo dos ions metalicos com a base
quinoidal da antocianidina (YOSHIDA et al., 2015). O complexo metal-antocianina
mantém a cor azul estavel nas pétalas das flores, pois se o pH for levemente acido a
cor dos pigmentos seria roxo-vermelho (FEDENKO; SHEMET; LANDI, 2017).

Nos extratos das pétalas de Centaurea cyanus, com hexano, cloroférmio,
propanona e alcoois metilico e etilico, foram identificados os acidos
hidroxicinamicos, flavonoides, cumarinas, e polissacarideos. Esses extratos
apresentaram propriedades funcionais in vitro como atividade antioxidante,
antibacteriana, gastroprotetiva, e efeito citotoxico (LITVINENKO; BUBENCHIKOVA,
1988; BUBENCHIKOVA, 1990; GARBACKI et al., 1999; TAN et al., 2008; PIRVU et
al., 2012; WEGIERA et al., 2012; DAMTE et al., 2013; PIRVU et al., 2015; ANVAR]I,
JAMEI, 2016; MIRZAIE; ZARE KARIZI, 2016; PIRES et al., 2018a).

Como a flor de C. cyanus é utilizada na medicina tradicional na forma de
extrato aquoso e na literatura ndo foram localizados estudos para a otimizacdo das
condi¢cdes de extracdo dos fitoquimicos em meio aquoso levemente acidificado.
Assim, faz-se necessério avaliar a influéncia da temperatura e tempo na extracédo
dos fitoguimicos e nas propriedades funcionais in vitro. Portanto, o objetivo deste

trabalho foi otimizar as condi¢cdes de extracdo, avaliar a composi¢cdo quimica, e as
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propriedades funcionais in vitro do extrato aquoso obtido das pétalas de Centaurea

cyanus.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Produtos Quimicos, Linhagens de Células e Micro-organismos

Todas as solugdes foram preparadas com &gua ultrapura (Millipore, S&o
Paulo, Brasil). Os reagentes utilizados foram: acetonitrila, acido férmico, acido galico,
acido 2-tiobarbiturico, cloreto de ferro (lll) hexahidratado, DMEM/Baixa glicose,
DMEM/Alta glicose, enzima conversora da angiotensina (ECA) de intestino de
coelho, glicose DMEM/Ham-F12, DCFH-DA (dicloro-dihidro-fluoresceina diacetato),
DMSO (dimetil sulfoxido), DPPH*® (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), estreptomicina,
ferrozina (3-(2-Piridil)-5,6-di(2-furil)-1,2,4-triazina-5',5"), ferricianeto de potassio, Hip-
His-Leu, MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio,
penicilina, peroxido de hidrogénio, reagente de Folin-Ciocalteu 2 N, e TPTZ (2,4,6-
tripiridil-s-triazina), adquiridos da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). Acido acético
glacial, acido ascorbico, acido cloridrico, acetato de sédio anidro, carbonato de
sodio, e hidroxido de potassio foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).
Alcool etilico e cloreto de potassio foram adquiridos da Synth (Diadema, Brasil).
Sulfato de ferro (Il) heptahidratado, fostato de s6dio monobésico e fostato de sodio
dibasico foram adquiridos da Neon (Sdo Paulo, Brasil). Células de hepatocarcinoma
humano (HepG-2), células epiteliais de adenocarcinoma colorretal (Caco-2) e células
epiteliais de adenocarcinoma de pulméo (A549) foram obtidas do banco de células
do Rio de Janeiro (BCRJ). Soro fetal bovino Gibco foi adquirido da Thermo Fisher
Scientific (Sdo Paulo, Brasil). Os micro-organismos Bacillus cereus (ATCC 14579),
Staphylococcus aureus (ATCC 13565), Listeria monocytogenes (ATCC 7644),
Pseudomonas aeruginosas (IAL 1853), Escherichia coli (IAL 2064), Salmonella
Enteritidis (S 2887), Penicillium roqueforti (PR 11) e Candida orthopsilosis (LMQA LH
264) foram adquiridas na ATCC, IAL (Colecéo de Cultura de Adolfo Lutz, S&do Paulo,
Brasil), Instituto de Biologia (IB) Universidade de Campinas (UNICAMP, Brasil). Agar

nutriente e agar de extrato de malte foram adquiridos da Kasvi (Itdlia) e agar
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Dichloran Glycerol da Neogen (EUA). A ampicilina e a cicloheximida foram

adquiridas da Inlab (Sao Paulo, Brasil).
2.2.2 Matéria-Prima

Flores desidratadas da Centaurea cyanus (Biologische Landbouw Skal)
cultivadas na Beélgica em 2016 foram adquiridas da Het Blauwe Huis (Ruinerwold,
Paises Baixos). As pétalas foram separadas do célice (Figura 2.1), trituradas em
moinho analitico (QUIMIS® modelo 6298A21) e padronizadas em peneira com 42
Tyler mesh. O contetdo foi armazenado em frascos de polietilieno de baixa
densidade sob refrigeracdo (8 °C) até o momento das extracfes. As flores de
Centaurea cyanus foram depositadas no Herbario de Plantas Medicinais da UEPG

sob nUmero 21879.

Figura 2.1 - Flores desidratadas (A), célices (B) e pétalas (C) de Centaurea cyanus.
. A emmmm B - c

Fonte: Autor.

2.2.3 Experimental Design e Elaboracao dos Extratos AqQuosos

Um delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 com quatro pontos
centrais foi utilizado para verificar o efeito dos fatores temperatura e tempo na
extracdo de compostos fitoquimicos e na atividade antioxidante. Os valores dos
fatores temperatura e tempo foram estabelecidos apdés um estudo inicial, e variaram
de 11,7 (-1,41) a 68,3 °C (+1,41) e 8,78 (-1,41) a 51,21 min (+1,41),
respectivamente; conforme planejamento experimental apresentado na Tabela 2.1.
Os doze ensaios foram realizados de forma aleat6ria e as andlises realizadas em

triplicata.
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Tabela 2.1 - Matriz do planejamento fatorial DCCR 22 da Centaurea cyanus com 0s
niveis codificados e os valores reais entre parénteses

Fatores
Ensaio Temperatura de extragédo Tempo dg extracao

(°C) (min)
01 -1 (20) -1 (15)
02 -1 (20) 1 (45)
03 1 (60) -1 (15)
04 1 (60) 1 (45)
05 -1,41 (11,7) 0 (30)
06 1,41 (68,3) 0 (30)
07 0 (40) -1,41 (8,78)
08 0 (40) 1,41 (51,21)
09 0 (40) 0 (30)
10 0 (40) 0 (30)
11 0 (40) 0 (30)
12 0 (40) 0 (30)

Os extratos das pétalas de C. cyanus foram preparados utilizando uma
solucdo aquosa acidificada com acido acético (0,545 mol/L; pH = 2,5). As extracdes
foram realizadas em uma cela termostatizada (Microquimica MQBTC 99-20,
Alemanha) protegida da luz com agitacdo magnética constante, e uma proporgao de
amostra:solvente de 0,25:25 (m/v). Os extratos foram filtrados (papel filtro qualitativo)
e o0 residuo enxaguado com o solvente de extracdo até completar o volume de 25
mL (Figura 2.2). Os extratos foram armazenados sob refrigeracdo (8 °C) em frascos

de polietileno protegidos da luz até o momento das analises.

-

Figura 2.2 - Elaboracao dos extratos aquosos de pétalas de Centaurea cyanus.

Fonte: Autor.
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2.2.4 Determinacdo da Composi¢do Quimica e Atividade Antioxidante

Os compostos fendlicos totais (CFT) dos extratos aquosos da C. cyanus
foram quantificados seguindo o método Azul da Prussia (PRICE; BUTLER, 1977,
MARGRAF et al.,, 2015). Uma aliquota de 100 pL da solucdo de cloreto de ferro
hexahidratado (0,5 mmol/L) e 100 pL do extrato aquoso da C. cyanus diluido em
agua ultrapura (1:3 v/v) foram adicionados na microplaca. Apés 2 minutos, 100 pL da
solucao de ferricianeto de potassio (0,5 mmol/L) foram adicionados nas amostras, e
a microplaca foi agitada por 20 s. A absorbancia foi registrada ap6s 15 min em A =
725 nm em leitor de microplaca (Epoch, Biotek, EUA). A linha de base do
equipamento foi registrada utilizando uma solucdo com as mesmas proporcoes dos
reagentes com excecdo da amostra, substituida por agua ultrapura. O teor de
compostos fendlicos totais foi calculado por meio da equacao da curva analitica (y =
29,982x-0,8347; R2 = 0,996) elaborada com &cido galico com concentracdes de 0 —
250 mg/L. Os resultados foram expressos em mg de acido galico equivalente por
100 g de amostra seca (mg AGE/100 Q).

Os flavonoides totais (FT) e antocianinas totais (AT) foram determinadas pelo
método descrito por Lees e Francis (1972). Em um balédo volumétrico de 5 mL foram
adicionados 2,5 mL do extrato aquoso da C. cyanus e completado o volume com
solucédo tampéo (KCI 0,025 mol/L; pH 1) para obter absorbéancia proximo de 1, de
acordo com a Lei de Lambert-Beer. As absorbancias foram analisadas no
comprimento de onda de 374 nm para flavonoides e 535 nm para antocianinas em
espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu UV-1800, Japéo). O contetdo de flavonoides e
antocianinas foram determinados por meio das Equacfes 1 e 2, respectivamente; no
qual 76,6 corresponde ao coeficiente de extingdo da quercetina e 98,2 ao coeficiente
de extingdo da cianidina-3-glucosideo. O teor de flavonoides totais foi expresso
como mg de quercetina equivalente por 100 g de amostra seca (mg QE/100 g), e
antocianinas totais expresso como mg de cianidina-3-glucosideo equivalente por 100

g de amostra seca (mg CGE/100 g).

A374nm * fator de diluicdo (1)

Flavonoides totais (mg quercetina equivalente/100 g) = P

As3snm * fator de diluicido (2)

Antocianinas totais (mg cianidina-3-glucosideo equivalente/100 g) = 552
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Os compostos fendlicos ndo flavonoides foram estimados subtraindo os
teores de flavonoides totais dos compostos fendlicos totais. Ja os flavonoides néo
antocianicos foram estimados subtraindo os teores de antocianinas totais dos
flavonoides totais. Os resultados foram expressos como mg/100 g.

A atividade antioxidante (AA) dos extratos aquosos da C. cyanus foi analisada
pela captura do radical livre 2,2-difenil-1-picrildidrazila (DPPH®) de acordo com
método descrito por Brand-Williams, Cuvelier, e Berset (1995), com pequenas
modificacdes. Em um baldo volumétrico de 5 mL foi adicionado 0,3 mL do extrato
aquoso da C. cyanus, em seguida, completado o volume com solugéo etandlica de
DPPH" (2,2 x 10 mol/L), agitado e mantido em ambiente protegido da luz durante
60 min. A determinacdo da absorbéancia foi registrada em A = 517 nm em
espectrofotometro UV-Vis (Shimadzu UV-1800, Japao). O controle foi elaborado com
a mesma proporcdo do DPPH* e amostra substituida por agua ultrapura. A
capacidade de captura do radical foi determinada a partir da Equacédo 3, e os

resultados expressos em percentual de inibicdo do radical DPPH?".

% inibico do radical DPPH* = (1 - (w))x 100 3)

Abs517 controle

A capacidade antioxidante de reducao do ferro (FRAP) dos extratos aquosos
da C. cyanus foi realizada de acordo com método descrito por Benzie e Strain
(1996), com pequenas modificacfes. Primeiramente, a solu¢cdo FRAP foi preparada
a partir da mistura de 2,5 mL da solucdo de TPTZ (10 mmol/L diluida com HCI a 40
mmol/L), 2,5 mL da solucéo de cloreto de ferro hexahidratado (20 mmol/L) em 25 mL
da solucédo tampao de acetato de sodio pH 3,6 (300 mmol/L). Na sequéncia, 20 uL
do extrato aquoso da C. cyanus diluido em agua ultrapura (1:3 v/v) foi misturado
com 280 uL de reagente de FRAP na microplaca de 96 pogos. Apdés 30 min de
reacdo, a absorbancia foi registrada em A = 593 nm em leitor de microplaca (Epoch,
Biotek, EUA). A linha de base do equipamento foi registrada utilizando uma solucéo
com as mesmas proporcdes dos reagentes com excecdo da amostra, substituida por
agua ultrapura. A capacidade antioxidante dos extratos foi quantificada por meio de
uma curva analitica (y = 80,82x+1,29; R2 = 0,998) elaborada com acido ascorbico
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com concentracdes de 0 — 120 mg/L. Os resultados foram expressos em mg de
acido ascorbico equivalente por 100 g de amostra seca (mg AAE/100 g).

A capacidade redutora do reagente Folin—Ciocalteu foi analisada de acordo
com a metodologia descrita por Singleton, Orthofer, e Lamuela-Raventds (1999),
com pequenas modificagBes. Uma aliquota de 25 uL do extrato aquoso da C. cyanus
diluido em agua ultrapura (1:3 v/v), 25 pyL do reagente de Folin—Ciocalteu (0,7 N) e
200 pL de agua ultrapura foram adicionados na microplaca e a mistura agitada. Apos
5 min, 25 L da solugdo de Na2COs (0,943 mol/L) foram adicionados e a microplaca
agitada novamente por 15 s. A mistura resultante foi protegida da luz por 60 min a
25 °C, e a absorbancia registrada em A = 725 nm em leitor de microplaca (Epoch,
Biotek, EUA). A linha de base do equipamento foi registrada utilizando uma solucéo
com as mesmas proporcdes dos reagentes com excecao da amostra, substituida por
agua ultrapura. A capacidade redutora foi quantificada por meio de uma curva
analitica (y = 244,422x-21,147; R2 = 0,978) elaborada com &cido galico com
concentragcfes de 0 — 150 mg/L. Os resultados foram expressos em mg de acido
galico equivalente por 100 g de amostra (mg AGE/100 g).

A capacidade do poder quelante frente ao ion ferro (Fe?*) foi determinada de
acordo com o método proposto por Carter (1971), com modificacdes. Uma aliquota
de 50 uL do extrato aquoso da C. cyanus diluido em agua ultrapura (1:1 v/v), 160 uL
de agua ultrapura e 20 uL de solugdo de FeCl2.4H20 (0,30 mmol/L) foram
adicionados na microplaca e a mistura agitada. Apés 5 min, a reacao foi iniciada
com a adicdo de 30 uL da solugcéo de ferrozina (0,80 mmol/L) e a mistura final
incubada por 15 min & temperatura ambiente. A &gua ultrapura (30 plL) em
substituicdo a solucdo de ferrozina foi usada como um controle negativo (utilizado
para corrigir a diferenca de cor das solucdes). A absorbancia do complexo de Fe?*-
ferrozina foi medida em A = 562 nm em leitor de microplaca (Epoch, Biotek, EUA).
Os resultados foram expressos em percentual da formacdo do complexo de Fe?*-

ferrozina determinado de acordo com a Equacéo 4:

Abs amostra—Abs solugdo sem ferrozina

% formag&o do complexo Fe?*- ferrozina = [( )] X100 (4)

A controle
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2.2.5 Metodologia de Superficie de Resposta e Otimizacao

A metodologia de superficie de resposta (MSR), por meio da regressao linear
multipla, foi utilizada para gerar modelos polinomiais de segunda ordem para
explicar a influéncia dos efeitos lineares e quadraticos, bem como as interacdes
entre a temperatura e tempo, na composicdo quimica e atividade antioxidante dos
extratos de pétalas de C. cyanus (SANTOS et al., 2018). Os resultados

experimentais foram modelados usando a Equacéo 5:
Y = Bo+ Bixi+ Bixi®+ BiXi+ Bix? + i Xi X (5)

onde o Y é a resposta (CFT e AA); Bo € o intercepto; Bi e Bj representam 0s
coeficientes linear e quadratico, respectivamente; X; e X; Sdo as variaveis
independentes; Bj € o coeficiente de interagdo entre x; e xj. Os modelos foram
analisados pela porcentagem de variabilidade do coeficiente de regressao linear
multiplo (R?), pelo coeficiente de determinacdo ajustado (R?adj), e pela significancia
do modelo (p<0,05) (GRANATO et al., 2014). Os residuos também foram avaliados
guanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk.

A funcéo de desejabilidade foi aplicada para definir as melhores condicdes na
extracdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante utilizando a metodologia
de otimizagdo. A funcdo desejabilidade consiste em converter cada resposta (yi) em
funcdo de uma desejabilidade individual (di) com valores restritos no intervalo [0 < di
<1], onde 0 é um valor inaceitavel e 1 é o valor mais desejavel (DERRINGER,;
SUICH, 1980). Usando essa abordagem estatistica, 100 iteracdes foram realizadas
com objetivo de extrair a maxima concentracdo de CFT e AA. A elaboracdo do
extrato nas condicbes otimizadas, tempo e temperatura, seguiu o0 procedimento
descrito no item 2.3. Na sequéncia, foi obtido o extrato agquoso em condi¢ces
otimizadas e determinado o teor de compostos fendlicos totais (MARGRAF et al.,
2015), flavonoides e antocianinas totais (LEES; FRANCIS, 1972; PEDRO;
GRANATO; ROSSO, 2016), e a capacidade antioxidante de reducdo do ferro
(BENZIE; STRAIN, 1996). O erro absoluto (EA) foi obtido de acordo com a Equagao
6 (GRANATO et al., 2010):

( Valor médio observado— Valor médio predito

% Erro Absoluto = [ )] X100  (6)

Valor médio predito
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O extrato aquoso otimizado foi congelado a -80 °C e liofilizado sob vacuo de

1200 pumL Hg (Terroni, modelo LD 1500A, Brasil) para analises posteriores.

2.2.6 Determinacdo da Composi¢cdo Quimica e Propriedades Funcionais do Extrato
Otimizado

2.2.6.1 Composicao quimica por LC-ESI-MS/MS

Os compostos fendlicos presentes no extrato otimizado aquoso de pétalas de
C. cyanus foram identificados e quantificados conforme a metodologia descrita por
Seraglio et al. (2016), com pequenas modificacbes. Para isso, um sistema de
cromatografia liquida (Agilent Technologies, série 1290 Infinity, EUA) acoplado a
espectrometria de massas (5500 QTRAP, Sciex, EUA), equipado com uma fonte de
ionizacdo por electrospray (ESI) foi empregado. A separacdo cromatogréafica foi
realizada em fase reversa utilizando fase estacionaria Cis (Venusil, 100 mm x 2,1
mm; 3 pm de tamanho da particula; Bonna-Agela Technologies, EUA) com
temperatura de 40 °C, volume de injecdo de 5 pL e fluxo de 300 pL/min. A fase
mével consistiu de agua acidificada com 0,1 % de acido férmico (fase movel A) e
acetonitrila adicionada de 0,1 % de acido férmico (fase movel B). O gradiente de
eluicdo seguiu as seguintes condi¢cdes: 0-3 min (98% A), 3-10 min (80% A), 10-11
min (10% A) e 11-13 min (98% A), com 2 minutos de equilibrio do sistema. A
guantificacdo de cada composto foi realizada através da calibracdo externa com oito
niveis de concentracdes. Foi utilizada relacdo funcional linear (ndo ponderada) de
concentracdo em ug/L (eixo x) versus area do pico em cps (eixo y). As curvas foram
realizadas em triplicata. O limite de quantificacdo (LOQ) foi estabelecido como a
menor concentracdo com aceitavel precisdo (10 pg/L; CV% < 20%), sendo
estabelecido como o primeiro ponto da curva analitica com comprovada recuperacao
(70-110% recuperacao). O limite de deteccdo (LOD) foi a menor concentracao
detectavel com reprodutibilidade aceitavel (1 ug/L; CV% < 30%).

A fonte ESI (turbo V™) trabalhou no modo de ionizag&o positiva e negativa, e
foi configurada com os seguintes parametros: voltagem lon Spray (IS): 5500 V; gas
de cortina: 25 psi; nebulizador de gas (GS1) e gas auxiliar (GS2): 55 psi, e

temperatura da fonte: 400 °C. O nitrogénio foi usado como gas nebulizador e de
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colisdo. Os parametros do monitoramento multiplo de reagcdo em modo positivo [M +
H]* e negativo [M - H] estdo expressos na Tabela 2.2. O software Analyst 1.6.2 (AB
Sciex, Foster City, CA) foi utilizado para aquisicdo dos dados e o MultiQuant (AB
Sciex, Foster City, CA) para o tratamento dos dados.

Tabela 2.2 - Espectrometria de massas para transicdes de monitoramento multiplo
de reacdo para os ions no modo positivo [M + H]* e negativo [M - H]*.

(continua)
Composto preiour;sor Transigbes  PD PE CE PSC
(E£S) (m/z2) (V) ) V) )
Acido benzoico 122,92 79,0°¢ 36 10 17 12
51,0 36 10 51 24
Acido p-aminobenzoico 138,02 77,0¢ 56 10 29 10
94,0 56 10 19 8
Cumarina 146,92 90,9¢ 126 10 31 10
103,0 126 10 23 8
Acido 2,4-dihidroxibenzoico 155,02 109,9¢ 41 10 29 20
137,0 41 10 19 8
Acido 2,5-dihidroxibenzoico 155,02 137,0¢ 41 10 19 8
114,0 41 10 29 52
Siringaldeido 183,02 123,1°¢ 41 10 17 8
77,0 41 10 31 10
Acido fertlico 195,02 176,9¢ 21 10 11 10
89,0 21 10 41 10
Acido siringico 199,02 140,0¢ 16 10 21 10
155,1 16 10 13 10
Pinocembrina 257,02 153,0°¢ 96 10 33 10
76,9 96 10 73 10
Galangina 271,02 153,0¢ 176 10 43 10
1151 176 10 59 8
Apigenina 271,02 153,0¢ 181 10 41 10
90,9 181 10 49 14
Luteolina 286,9 153,0¢ 111 10 43 10
68,9 111 10 89 10
Kaempferol 286,92 153,0°¢ 111 10 43 10

68,9 111 10 89 10
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Tabela 2.2 - Espectrometria de massas para transicdes de monitoramento multiplo
de reacédo para os ions no modo positivo [M + H]* e negativo [M - H]*.
(continuagao)

on

omose sy WIS BT &
(-)-Epicatequina 291,02 138,9°¢ 36 10 21 8
123,0 36 10 21 8
(+)-Catequina 291,02 139,0° 16 10 21 10
123,0 16 10 19 8
Acido clorogénico 355,12 163,0° 46 10 21 10
89,0 46 10 75 14
Hesperidina 611,22 303,0° 51 10 31 16
153,1 51 10 67 10
Acido salicilico 136,9° 93,1°¢ -15 -10 -22 -5
64,9 -15 -10 -36 -11
Acido 3,4-dihidroxibenzoico 152,9° 109,0° -75 -10 -20 -7
90,9 -75 -10 -32 -13
Acido p-cumarico 162,9° 119,0° -90 -10 -20 -7
93,0 -90 -10 -40 -5
Acido vanilico 166,9° 137,0° -140 -10 -12 -9
109,1 -140 -10 -16 -7
Acido gélico 168,9° 124,9° -110 -10 -20 -7
79,0 -110 -10 -30 -11
4-metilumbeliferona 174,9° 133,0° -135 -10 -28 -9
1191 -135 -10 -36 -7
Coniferaldeido 177,0° 134,0° -30 -10 -28 -9
160,8 -30 -10 -28 -11
Acido cafeico 178,9° 135,0° -115 -10 -22 -9
107,0 -115 -10 -30 -7
Sinapaldeido 206,9° 177,0° -20 -10 -26 -11
148,9 -20 -10 -34 -9
Acido 3,5-dinitrobenzoico 210,9° 167,0° -50 -10 -14 -9
136,9 -50 -10 -22 -9
Acido sinapico 223,0° 163,9° -120 -10 -20 -9
192,9 -120 -10 -28 -11
Crisina 252,9° 142,9¢ -170 -10 -36 -9

209,1 -170 -10 -30 -11
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Tabela 2.2 - Espectrometria de massas para transicdes de monitoramento multiplo
de reacédo para os ions no modo positivo [M + H]+ e negativo [M - H]-*.

(concluséo)

composio_preaer TR T2 RS & T
Naringenina 270,9° 151,0¢ -130 -10 -24 -25
119,0 -130 -10 -34 -11

Pinobanksin 270,9° 150,9¢ -140 -10 -24 -9
119,1 -140 -10 -32 -7

Quercetina 301,0° 150,9¢ -50 -10 -28 -9
121,0 -50 -10 -34 -7

Isoramnetina 315,0° 300,0° -225 -10 -28 -15
150,9 -225 -10 -38 -9

(-)-Epigalocatequina galato 457,0P 169,0° -165 -10 -20 -11
125,0 -165 -10 -52 -9

Isoquercitrina 462,9° 300,0° -215 -10 -36 -15
271,0 -215 -10 -56 -13

Naringina 579,0° 271,0¢ -255 -10 -42 -13
151,0 -255 -10 -48 -9

Rutina 609,0° 299,9¢ -230 -10 -48 -15
270,9 -230 -10 -32 -9

*Dados adaptados de Seraglio et al. (2016). PD: potencial de desagrupamento (V); PE: potencial de
entrada (V); EC: energia de colisdo (V); PSC: potencial de saida da célula de colisdo (V);#lon pai no
modo ion positivo; ® lon pai no modo ion negativo; ¢ion de quantificaco.

2.2.6.2 Identificagdo da estrutura da antocianina e flavona por MS/MS

A identificacdo da antocianina cianidina 3-O-(6-O-succinilglicosideo)-5-O-
glicosideo e a flavona apigenina 7-O-B-D-glucuronido-4'-O-(6-O-malonilglucosideo,
foi realizada por meio da infusdo do extrato aquoso otimizado de pétalas de
Centaurea cyanus diretamente no espectrOmetro de massa Sciex 5500 QTRAP
(Sciex, Framingham, MA, USA). O software Analyst foi utilizado para controlar a
espectrometria de massa. A fragmentacdo dos ions precursores foi realizada no
segundo quadrupolo (Q2), utilizando nitrogénio como gas de colisdo, e o0s
fragmentos foram monitorados no terceiro quadrupolo (Q3), na faixa de 400 a 600

m/z.
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2.2.6.3 Efeito do pH na estabilidade das antocianinas e atividade antioxidante

O efeito do pH em relacdo a estabilidade e reversibilidade das antocianinas
presentes no extrato aquoso otimizado de pétalas de C. cyanus foi analisado de
acordo com Pedro, Granato e Rosso (2016). Em uma cela termostatizada a 25 °C,
foram adicionadas 65 mL do extrato aquoso otimizado, sendo protegido da luz e
mantido sob agitacdo constante. A titulacdo espectrofotométrica foi realizada em
pHmetro (Micronal B-474, Brasil). Aliquotas de KOH 1,0 mol/L foram adicionadas no
extrato, e a cada variacao de 0,50 unidades do pH, a absorbancia foi registrada no
comprimento de onda de maxima absorcao (A = 515 nm) até pH 7,01. Na sequéncia
foi realizada uma titulacdo espectrofotométrica reversa, onde aliquotas de HCI 1,0
mol/L foram adicionadas, a absorbancia foi registrada no comprimento de onda de
maxima absorgdo ao atingir o pH 2,79 inicial da solugéo. A atividade antioxidante do
extrato aquoso otimizado da C. cyanus com diferentes pHs (2,79 a 7,01) foi
analisada pela captura do radical livre 2,2-difenil-1-picrildidrazila (DPPH®) de acordo
com método descrito por Brand-Williams, Cuvelier, e Berset (1995), e os resultados

expressos em percentual de inibicdo do radical DPPH?".

2.2.6.4 Inibicéo da peroxidacgao lipidica

A inibicdo da peroxidacéo lipidica, de fosfolipidios e triacilglicerdis presentes
na gema de ovo de aves induzida pelo Fe?*, foi avaliada frente a diferentes
concentracfes do extrato otimizado e liofilizado da C. cyanus de acordo com Daker
et al. (2008), com algumas modificacdes. O extrato otimizado liofilizado foi diluido em
agua ultrapura com concentracdes entre 125 a 1000 mg/mL. Uma aliquota de 50 pL
do extrato diluido foi acrescido a 500 uL de homogenato de gema (25 g/L gema de
ovo emulsionada com solucéo tampéo de fosfato de sddio 0,1 mol/L, pH 7,4) e 50 uL
de sulfato ferroso 4 mmol/L (FeSOa4.7H20). Os tubos foram mantidos em banho de
agua a 37 °C por 45 min e em seguida foram acrescidos de 500 uL de solucdo de
acido acético 20% (pH 3,5), e 1 mL de solucdo de acido tiobarbitarico 46 mmol/L.
Para finalizar a reacao, os tubos foram colocados em um banho com glicerina a 95
°C por 30 min, e apo6s centrifugados em 10000 g durante 15 min a 25 °C. A reacao

de lipoperoxidacdo foi monitorada em A = 532 nm. O controle consistiu de
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homogenato de gema de ovo tamponado (500 pL), solugdo de sulfato ferroso 4
mmol/L (50 pL), e &gua ultrapura (50 yL). Os resultados foram expressos em
percentual de inibicdo da peroxidacdo lipidica determinado de acordo com a

Equacéo 7:

% Inibicdo peroxidagao lipidica = [( Abs controle—Abs amostra )] X 100

(7)

Abs controle
2.2.6.5 Atividade anti-hemolitica in vitro

A anadlise da atividade anti-hemolitica do extrato otimizado e liofilizado da C.
cyanus foi realizada de acordo com método descrito por Antonini e Brunori (1971), e
adaptado para leitor de microplacas por Santos et al. (2016). A amostra de sangue
com tipagem sanguinea O* foi obtida do Hospital Universitario da UEPG, Ponta
Grossa, Brasil. Primeiramente, os eritrocitos foram concentrados por meio da
lavagem do sangue total em solucéo tampéao de fosfato de sédio (PBS, 5 mmol/L; pH
7,3) contendo NaCl 154 mmol/L, e centrifugado a 700 g por 10 min até a obtencao
do sobrenadante limpido e o precipitado contendo um hematdcrito de 100%. O
extrato foi diluido em PBS com concentracdes entre 10 a 50 mg/mL e incubado com
hematocrito de 0,8% m/v a 25 °C por 15 min. Na sequéncia os tubos foram
centrifugados a 700 g por 10 min e a absorbancia foi registrada em A = 576 nm. Os
ensaios foram realizados em triplicata e em trés dias consecutivos para assegurar
repetibilidade e a reprodutibilidade dos dados. A hemodlise total (controle positivo) foi
obtida por meio da solubilizac&o de eritrocitos em agua ultrapura. O efeito hemolitico
(% hemdlise) foi obtido em A = 576 nm para acompanhamento da concentracdo de

hemoglobina liberada no sobrenadante, de acordo com a Equagao 8:

% Hemélise = [(25)| X 100 (8)

onde, Aa corresponde a absorbancia do extrato da C. cyanus diluido e AHT

corresponde a absorbancia da hemdlise total.
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2.2.6.6 Atividade antimicrobiana

A determinacéo da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar
na cavidade da placa foi realizada de acordo com Cleeland e Squires (1991). As
suspensfes celulares (10° UFC/mL) de P. aeruginosa, B. cereus, E. coli, S.
Enteritidis, S. aureus, e L. monocytogenes foram misturadas com agar nutriente, C.
orthopsilosis com agar de extrato de malte, P. roqueforti com &gar Dichloran
Glycerol, e inoculadas em placa de Petri. Quando o &gar solidificou trés cavidades
foram feitas equidistantes de 8 mm e o extrato otimizado e liofilizado foi adicionado
em cada cavidade (2 mg/cavidade). O extrato otimizado e liofilizado da C. cyanus foi
dissolvido em agua estéril ultrapura. As placas foram incubadas da seguinte
maneira: P. aeruginosa e B. cereus (30 °C - 24 h); E. coli, S. Enteritidis, S.
aureus, e L. monocytogenes (37 °C - 24 h); C. orthopsilosis (30 °C - 3 a 5 dias), e P.
roqueforti (25 °C - 3 a 5 dias). O controle positivo das cepas bacterianas e das cepas
fungicas constituiu-se de 10 mg/mL de ampicilina e 10 mg/mL de cicloheximida,
respectivamente.

A concentracao inibitéria minima (CIM) do extrato otimizado e liofilizado da C.
cyanus foi realizada de acordo com Siddigi et al. (2011), com modificagcdes. Uma
aliquota de 100 uL de caldo esterilizado juntamente com 100 uL do extrato otimizado
e liofilizado diluido em agua ultrapura com concentracdes entre 1,25 a 0,01 mg/mL,
foram adicionados em microplaca de cultura estéril. Na sequéncia, foi acrescentada
uma aliquota de 100 yL de cada micro-organismo (10° UFC/mL). As microplacas
foram separadas de acordo com a temperatura de incubagéo, para P. roqueforti e C.
orthopsilosis, 25 °C, B. cereus e P. aeruginosa, 30 °C, L. monocytogenes, E. coli, S.
aureus, e S. Enteritidis, 37 °C. Ap0s 24 h, as cepas bacterianas, e 3-5 dias, as cepas
fungicas, foram avaliadas macroscopicamente. A CIM foi determinada para a menor
concentracdo de extrato que inibiu o crescimento. O controle positivo das cepas
bacterianas foi a ampicilina a 10 mg/mL, e o controle de cepas de fungos a
cicloheximida a 10 mg/mL. As analises foram realizadas em triplicata em dois dias

diferentes para assegurar a repetibilidade/reprodutibilidade.
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2.2.6.7 Atividade inibitéria da enzima conversora de angiotensina | (ECA-I)

A atividade inibitéria da enzima conversora de angiotensina | (ECA-I) do
extrato otimizado e liofilizado da C. cyanus foi determinada de acordo com o método
proposto por Cushman e Cheung (1971), modificado por Ramchandran e Shah
(2010). Primeiramente, 104 mg do extrato foi diluido em 30 mL de agua ultrapura e
centrifugado a 4000 g por 30 min a 4 °C, e o sobrenandante filtrado em filtro de 0,45
um. Em seguida, 200 pL de Hip-His-Leu (5 mmol/L em 0,1 mol/L tampé&o borato) foi
misturado com 60 pL de tampéo borato (solu¢cdo 0,1 mol/L contendo 0,3 mol/L de
NacCl, pH 8,3) e 30 pL do extrato, sendo a mistura incubada a 37 °C por 10 min. Na
sequéncia, foram adicionados 20 pL de solucédo de enzima ECA (0,1 unidade/mL) e
os tubos incubados a 37 °C por 30 min. A atividade enziméatica foi encerrada com
adicdo de 250 pL de HCI (1 mol/L). O &cido hipurico formado foi extraido por mistura
em 1,7 mL de acetato de etila. Apés o repouso de 10 min, 1,2 mL da camada de
solvente foi separada e seca em banho de agua fervente. Apds seco, o acido
hiparico foi dissolvido em 1 mL de agua deionizada e a absorbancia registrada em
228 nm. Os resultados foram expressos em percentual de inibicdo da atividade da

ECA de acordo com a Equacéo 9:

% inibicao da atividade da ECA = [1 - (£2)] X 100 (9)

-B

onde, A é a absorbancia na presenca de ECA e sem o extrato; B € a absorbancia
sem ECA e o extrato; C é a absorbancia com ECA e o extrato; e D é a absorbéancia

com a amostra mas sem ECA.
2.2.6.8 Andlise da citotoxicidade e proliferacao celular in vitro

O efeito citotoxico/citoprotetor in vitro do extrato otimizado e liofilizado da C.
cyanus foi analisado em relagédo as linhagens celulares A549 (células epiteliais de
adenocarcinoma de pulmao), Caco-2 (células epiteliais de adenocarcinoma
colorretal) e HepG-2 (células de hepatocarcinoma humano). As células HepG2 foram
mantidas em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)/baixa glicose com
adicdo de 10% de soro bovino fetal (FBS, Gibco, Brasil); Caco-2 em DMEM/alta
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glicose suplementada com 20% de FBS; e as células A549 em DMEM/Ham-F12
suplementada com 10% de FBS; todos os meios continham 100 Ul de penicilina/100
Hg de estreptomicina, exceto no meio da A549. As linhagens celulares foram
cultivadas em incubadora umificada a 37 °C contendo 5% de COa.

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste do MTT (brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]). Um volume de 100 plL/poco das células
foram transferidas em placas de 96 pocos a uma densidade de 1x10* células/poco
(HepG2 e Caco) e 5x103 células/poco (A549). Apos 24 h, as células foram tratadas
com 100 pL de concentragdes seriadas (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 e
900 pg/mL) do extrato otimizado e liofilizado de Centaurea cyanus. Ap6s 48 h de
tratamento, 10 pL de solugcdo de MTT (0,5 mg/mL em &gua ultrapura) foram
adicionados em cada poc¢o. Apés 4 h de incubacdo a 37 °C, o sobrenadante foi
removido e os cristais de fomazan formados foram dissolvidos em 100 pL de dimetil
sulfoxido (DMSO) (LAO et al.,, 2016). A quantidade de formazan produzida é
diretamente proporcional ao numero de células vivas (IONTA et al.,, 2015). A
absorbéancia foi monitorado em A = 570 nm utilizando um leitor de microplacas
(Synergy™ H1, Biotek) e o software de andlise de dados Gen5TM. Foram avaliados
trés parametros diferentes de viabilidade celular de acordo com os estudos
realizados por Ramirez-Mares, Kobayashi, e Mejia (2016). Primeiramente, ICso: a
concentracdo do agente que inibe o crescimento em 50% é a concentracdo em que
(T/C) x 100 = 50, onde T = numero de células no tempo t de tratamento; C = células
controle no tempo t de tratamento. Na sequéncia, Glso: a concentragdo do agente
gue inibe o crescimento em 50%, em relacdo as células nado tratadas € a
concentragdo em que ([T — TOJ/[C — TO]) x 100 = 50, onde T e C sdao o numero de
células tratadas e controle, respectivamente, no tempo t de tratamento e T > TO; TO
€ 0 numero de células no tempo zero. Para finalizar, LCso: a concentracdo do agente
gue resulta na morte de 50% das células em relacdo ao numero no inicio do
tratamento, sendo a concentracdo em que ([T — T0]}/TO) x 100 = - 50; T < TO. Os
experimentos foram conduzidos em quadruplicata e as analises de dose-resposta
foram determinadas por regressédo néo-linear (ajuste de curva) utilizando o software
GraphPad Prism® (Software GraphPad, USA).
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2.2.6.9 Atividade de espécies reativas de oxigénio (EROS) intracelular

Células HepG2 (1 x 10* por pogo) foram tratadas com extrato de Centaurea
cyanus, diluido em solucédo de DCFH-DA (25 mmol/L), com diferentes concentracfes
(10, 20, 50 e 100 pg/mL). O procedimento seguiu 0 método proposto por Wolfe e Liu
(2007), que foi modificado usando como pré-tratamento o peroxido de hidrogénio
(H202) a 15 pmol/L para todos os experimentos. Subsequentemente, as células
foram incubadas a 37 °C durante 1 h e lavadas com PBS. Para o controle positivo,
as células foram tratadas com H202 15 ymol/L. Para o controle negativo, as células
foram tratadas apenas com PBS, sendo usada como referéncia a porcentagem de
protecdo contra o H202. A intensidade da fluorescéncia foi mensurada a um
comprimento de onda de excitacdo de 485 nm e a um comprimento de onda de
emissdo de 538 nm. Os dados foram expressos como porcentagem da intensidade

de fluorescéncia em relacdo aos pocos de controle.

2.2.7 Analise Estatistica

Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata (exceto item 2.6.8), e
0s resultados expressos como média e desvio padrdo. Primeiramente, foram
analisadas a normalidade e homocedasticidade das variaveis de reposta pelos
testes de Shapiro-Wilk e Brown-Forsythe, respectivamente. As diferencas entre os
valores médios foram avaliadas pela andlise de variancia one-way (ANOVA),
seguida do teste de Fisher de diferenca minima significativa, considerando p<0,05.
Os software Statistica v. 13.2 (Statsoft, USA) e Action 2.9 (Statcamp, Brazil) foram

usados nas analises.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Composicado Quimica, Atividade Antioxidante e Otimizacao do Extrato

A composi¢do quimica e a atividade antioxidante dos extratos aquosos da

Centaurea cyanus estdo apresentadas nas Tabelas 2.3 e 2.4, respectivamente.

Todos os resultados apresentaram distribuicdo normal e homocedasticidade, e
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diferencas significativas entre os valores médios foram verificadas. Os teores de
CFT variaram de 393 + 1 a 485 + 8 mg AGE/100 g, o efeito da temperatura e tempo,
na extracdo dos fendlicos, apresentaram diferenca significativa (p<0,05), Tabela 2.3.
Wegiera et al. (2012) verificaram, por Folin-Ciocalteu, teores de CFT de 1249 mg
AGE/100 g no extrato aguoso metandlico de inflorescéncias de C. cyanus. Esses
valores corroboram com o estudo realizado por Margraf et al. (2015), que
compararam os meétodos Azul da Prussia e o Folin-Ciocalteu na determinacéo de
compostos fendlicos totais em amostras de suco de uva e chas, no qual o método
Folin-Ciocalteu apresentou maiores valores. Os mesmos autores sugerem que existe
a interferéncia de outros compostos quimicos presentes em alimentos e ervas, além
dos compostos fendlicos, que agem como redutores do reagente de Folin-Ciocalteu
afetando os resultados. Além de diferentes metodologias de quantificacdo dos CFT,
outros fatores podem interferir como as condi¢cdes climaticas de producéo,
metodologias de extrac&o e a parte da planta analisada.

O maior teor de CFT foi obtido com a temperatura de 60 °C e 45 min, e ndo
foram observadas diferencas significativas nos teores de compostos fendlicos dos
extratos obtidos a 60 e 40 °C e tempos de 15 e 51,21 min, respectivamente (Tabela
2.3, Figura 2.3A). A analise de regressdo do modelo proposto para CFT foi
significativo (p<0,001) e apresentou R?adj = 0,73, indicando que o modelo MSR foi
capaz de explicar 73% da variabilidade dos dados, e os residuos seguiram uma
distribuicdo normal. O efeito do modelo linear da temperatura e do modelo
guadratico do tempo levaram a um aumento no conteudo de CFT, enquanto o
modelo linear do tempo tendeu a diminuir o contetdo de CFT, Tabela 2.5.

De acordo com Setford et al. (2017) os principais fatores que afetam a
concentracdo de compostos fendlicos durante a extracdo sao o solvente, area de
contato, temperatura, tempo e a estrutura molecular da matriz. Esses fatores
influenciam a taxa de difusdo do solvente para o interior da matriz e a difusdo do
soluto do interior para o solvente, e consequentemente na concentracdo dos
compostos fenodlicos (GERTENBACH, 2002; SETFORD et al., 2017). A temperatura
apresenta uma influéncia significativa no processo de extracdo, pois diminuiu a
viscosidade do solvente de extracéo facilitando a sua permeabilidade na membrana
celular, e aumenta a solubilidade dos compostos fendlicos, ocasionando a difusao
para o solvente (CACACE; MAZZA, 2003).
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Tabela 2.3 - Composicdo quimica dos extratos aquosos de pétalas de Centaurea cyanus de acordo com experimental design
(valores codificados e reais).

T t Tempo Compostos Flavonoides  Antociani Fenolicos Flavonoides
Ensaio empoera ura _ Fendlicos Totais ntocianinas (mg nao-flavonoides n&o-antocianicos
(°C) (min) AGE/100 (mg QE/100 g) CGE/100 g)
(mg 9) (mg/100 g) (mg/100 g)
1 -1 (20) -1 (15) 425 + 3¢ 142 + 1 135 + 1k 283 + 3¢ 7+10
2 -1 (20) 1 (45) 451 + 3° 162 + 1 154 + 1 289 + 33 8+1"
3 1 (60) -1 (15) 478 £ 62 210+ 1° 163 £ 1° 268 + 6 47 + 1°
4 1 (60) 1 (45) 485 + 82 214 + 1P 158 + 1M 271 + 8¢ 56 + 1P
5 -1,41 (11,70) 0 (30) 393 +1° 133 + 1% 127 + 1 260 + 19 6+1
6 1,41 (68,30) 0 (30) 447 + 15° 223 + 12 155 + 1 224 + 15° 68 + 12
7 0 (40) -1,41 (8,78) 456 + 11° 167 + 1" 159 + 19 290 + 112 7+1h
8 0 (40) 1,41 (51,21) 480 + 152 189 + 19 172 +12 291 + 152 17 + 19
9 0 (40) 0 (30) 446 + 7° 173 £ 19 160 + 1f 272 + 7bcd 14 + 1¢
10 0 (40) 0 (30) 456 + 11° 173 + 19 164 + 19 282 + 112° 9+ 19
11 0 (40) 0 (30) 420 + 149 182 + 1 165 + 1° 238 + 13° 16 + 19
12 0 (40) 0 (30) 441 + 16°° 184 £ 1° 171+ 1° 257 + 16¢ 13+1°
oT 68,3 51,21 565 + 2 234 +1 1731 381+2 61+1
p-Valor (normalidade) 0,975 0,944 0,834 0,945 0,720
p-Valor (homoscedasticidade) 0,761 0,959 0,852 0,778 0,759
p-Valor (one-way ANOVA) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Nota: OT = extrato otimizado. Letras diferentes na mesma coluna representam resultados estatisticamente significativos (p<0,05).
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Tabela 2.4 - Atividade antioxidante, redutora e quelante de ferro dos extratos aquosos de pétalas de Centaurea cyanus de acordo

com experimental design (valores codificados e reais).

Capacidade redutora

Atividade

Ensaio Temperatura Tempo DPPH* FRAP do reagente guelante de ferro
(°C) (min) (% inibic&o) (mg AAE/100 g) Folin-Ciocalteau (% formagado do complexo
(mg AGE/100 g) Fe?*- ferrozina)
1 -1 (20) -1 (15) 51+19 1134 + 16° 487 + 46° 79 +12
2 -1 (20) 1 (45) 55 + 1¢f 1135 + 23° 688 + 25°¢ 7912
3 1 (60) -1 (15) 58 + 1 1216 + 19¢cde 787 + 10® 79 +12
4 1(60) 1 (45) 58 + 24 1411 + 1002 679 £51° 77 £32
5 -1,41 (11,70) 0 (30) 54 +1' 1216 + 50°% 781 + 35% 76 + 1%
6 1,41 (68,30) 0 (30) 59 + 2°¢ 1284 + 44bcd 584 + 40¢ 72 £ 4°
7 0 (40) -1,41 (8,78) 61 +1° 1205 + 12% 821 + 70® 76 + 1%
8 0 (40) 1,41 (51,21) 63+ 12 1359 + 69 771 +62° 79 +12
9 0 (40) 0 (30) 59 + 1¢ 1276 + 26" 843 £ 172 78 £ 12
10 0 (40) 0 (30) 61 +1° 1269 + 45Pbcd 846 + 282 79 + 32
11 0 (40) 0 (30) 56 + 1°¢ 1316 + 79° 810 + 43 74 + 1°¢
12 0 (40) 0 (30) 62 + 12 1304 + 75 830 + 312 78 + 12
oT 68,3 51,21 ND 1400 + 32 ND ND
p-Valor (normalidade) 0,954 0,967 0,881 0,920
p-Valor (homoscedasticidade) 0,209 0,805 0,982 0,404
p-Valor (one-way ANOVA) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Nota: ND = n&o determinado; OT = extrato otimizado; Letras diferentes na mesma coluna representam resultados estatisticamente significativos (p<0,05).
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Os teores de FT variaram de 133 £ 1 a 223 + 1 mg QE/100 g, demonstrando
gue a temperatura e o tempo influenciaram na extracdo destes compostos. O maior
teor de FT foi obtido a 68,3 °C por 30 min (Tabela 2.3, Figura 2.3B). A anélise de
regressao do modelo proposto para FT foi significativo (p< 0,001) e apresentou 0s
valores de R? e R?adj = 0,97, sendo capaz de explicar acima de 97% da
variabilidade dos dados, e os residuos seguiram uma distribuicdo normal. O efeito
do modelo linear da temperatura e do tempo originou um aumento no teor de FT
(Tabela 2.5). Estes resultados estdo de acordo com aqueles observados por Xu et
al. (2013) e Xie et al. (2015) que avaliaram o efeito da temperatura no rendimento da
extracdo de FT a partir de Fructus sophorae e Cyclocarya paliurus, respectivamente.

Os teores de AT variaram de 127 + 1 a 172 + 1 mg CGE/100 g, demonstrando
gue a temperatura e o tempo também influenciaram na extracao destes compostos.
Jéa o maior teor de AT foi obtido no extrato com o tempo méximo de extracdo (51,21
min) e temperatura intermediaria de 40 °C (Tabela 2.3; Figura 2.3C). Os extratos
obtidos com temperatura acima de 40 °C apresentaram uma reducao nos teores de
AT. Pires et al. (2018b) obtiveram 2,6 mg/100 g de antocianinas, extraidas a 25 °C
por 60 min, em extrato aquoso e liofilizado da C. cyanus. Cacace e Mazza (2003)
observaram uma reducdo no teor de antocianinas extraidas de groselhas pretas
utilizando temperaturas acima de 40 °C devido a degradacdo destes compostos.
Sang et al. (2017) observaram um maior rendimento no conteado de antocianinas
extraidas da semente de Nitraria tangutorun a 70 °C por 15 min. A analise de
regressdo do modelo proposto para AT foi significativo (p=0,013) e o valor de R?adj =
0,94, indicando que o modelo MSR foi capaz de explicar 94% da variabilidade, e os
residuos seguiram uma distribuicdo normal. O efeito do modelo linear da
temperatura e do tempo ocasionaram um aumento no teor de AT. O efeito
guadratico da temperatura e a interacdo linear da temperatura e tempo influenciaram

na reducao do teor de AT, Tabela 2.5.
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Figura 2.3 - Efeito da temperatura e tempo na extracdo de compostos fenodlicos
totais (A), flavonoides totais (B), antocianinas totais (C), flavonoides né&o-
antocianicos (D) e atividade antioxidante — FRAP (E) em extratos aquosos de
pétalas de Centaurea cyanus.
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Tabela 2.5 - Coeficientes de regressdo obtidos por metodologia de superficie de
resposta para modelar os efeitos da temperatura e tempo na extracdo de compostos
guimicos e atividade antioxidante dos extratos aquosos de pétalas de Centaurea

cyanus.
(continua)
Variaveis Propriedades Coeficientes  Erro t-Valor Valor - 95% + 95%
dependentes P de regressdo padrdo P Confianga Confianca
Compostos Constante 453,53 2492 18,20 <0,001 374,23 532,83
fendlicos totais - (A) Temperatura (L) 1,01 0,27 3,77 0,033 0,16 1,87
CFT (B) Tempo (L) - 4,48 1,59 -2,82 0,067 - 9,55 0,58
Tempo (Q) 0,084 0,026 3,242 0,048 0,002 0,167
R? 0,80
R? ajustado 0,73
p-Valor (normalidade
dos residuos) 0,82
Flavonoides Constante 103,99 5,75 18,08  <0,001 85,68 122,30
totais - (A) Temperatura (L) 1,54 0,10 15,74  <0,001 1,23 1,85
FT (B) Tempo (L) 0,46 0,13 3,54 0,038 0,05 0,87
R? 0,97
R? ajustado 0,97
p-Valor (normalidade
dos residuos) 0,58
Antocianinas Constante 66,24 12,44 5,33 0,013 26,66 105,82
totais - (A)Temperatura (L) 3,49 0,45 7,78 0,004 2,06 4,92
AT Temperatura (Q) - 0,031 0,005 -6,586 0,007 - 0,045 - 0,016
(B) Tempo (L) 1,08 0,34 3,20 0,049 0,01 2,16
AB - 0,02 0,01 -2,55 0,084 - 0,05 0,01
R? 0,96
R? ajustado 0,94
p-Valor (normalidade
dos residuos) 0,41
Fendlicos Constante 326,23 28,67 11,38 0,001 234,97 417,48
nao-flavonoides (B) Tempo (L) - 4,76 2,03 -2,34 0,101 -11,23 1,71
Tempo (Q) 0,08 0,03 2,45 0,092 - 0,02 0,19
R? 0,46
R? ajustado 0,34
p-Valor (normalidade
dos residuos) 0,86
Flavonoides Constante 21,77 4,32 5,04 0,015 8,01 35,52
nao-antocianicos (A) Temperatura (L) - 1,66 0,23 - 7,08 0,006 - 2,40 -0,91
Temperatura (Q) 0,033 0,003 11,669 0,001 0,024 0,041
AB 0,0050 0,0016 3,1472 0,051 0,0001 0,0101
R? 0,98
R? ajustado 0,98
p-Valor (normalidade
dos residuos) 0,42
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Tabela 2.5 - Coeficientes de regressdo obtidos por metodologia de superficie de
resposta para modelar os efeitos da temperatura e tempo na extracdo de compostos
guimicos e atividade antioxidante dos extratos aquosos de pétalas de Centaurea

cyanus.
(concluséao)
Variaveis Propriedades Coeficientes  Erro t-Valor Valor - 95% + 95%
dependentes P de regressdo padrdo P Confianga Confianca
Atividade Constante 45,77 4,31 10,62 0,002 32,06 59,49
sequestradora de (A)Temperatura (L) 0,59 0,23 2,58 0,082 -0,14 1,32
radicais livres - Temperatura (Q) - 0,006 0,003 -2,179 0,117 - 0,015 0,003
DPPH* R? 0,53
R? ajustado 0,42
p-Valor (normalidade
dos residuos) 0,64
Poder Constante 1053 3342 3151 <0,001 946,56 1159
antioxidante de (A) Temperatura (L) 5,66 1,81 3,13 0,050 - 0,09 11,41
reducao do ferro - Temperatura (Q) - 0,071 0,022 -3,280 0,046 -0,139 0,002
FRAP AB 0,09 0,01 7,64 0,005 0,06 0,13
R? 0,78
R? ajustado 0,70
p-Valor (normalidade
dos residuos) 0,69
Capacidade Constante -11,65 49,48 -0,24 0,829 -169,11 145,81
redutora do (A)Temperatura (L) 26,73 1,55 17,19 <0,001 21,78 31,67
reagente Temperatura (Q) -0,24 0,02 -14,66 <0,001 - 0,29 -0,19
Folin-Ciocalteau (B)Tempo (L) 20,35 2,06 9,90 0,002 13,81 26,90
Tempo (Q) -0,17 0,03 -5,80 0,010 - 0,26 - 0,07
AB - 0,26 0,03 - 9,46 0,003 -0,34 -0,17
R? 0,59
R? ajustado 0,25
p-Valor (normalidade
dos residuos) 0,85
Atividade quelante Constante 78.61 1.19 65.96 <0.001 74.81 82.40
de ferro Temperature (Q) - 0.0008 0.0005 -1.4772 0.2361 -0.0024 0.0009
R? 0.21
Adjusted R? 0.13
p-Value (normality of
residuals) 0.93

O conteudo de compostos fendlicos nao-flavonoides variou de 224 + 15 a 291
+ 15 mg/100 g. A temperatura e o tempo nédo influenciaram na extracdo destes
compostos nos ensaios 1, 2, 7, 8 e 10 (Tabela 2.3). Os principais compostos
fendlicos ndo-flavonoides identificados em diferentes extratos da C. cyanus foram os
acidos cafeico, clorogénico, p-cumarico, neoclorogénico e isoclorogénico
(LITVINENKO; BUBENCHIKOVA, 1988; PIRVU et al., 2012; PIRES et al., 2018a). A
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analise de regressdo do modelo proposto para compostos fenélicos ndo-flavonoides
nao foi adequado para descrever os dados experimentais, pois 0 modelo MSR foi
capaz de explicar somente 34% da variabilidade dos dados, Tabela 2.5.

Os teores de flavonoides n&o-antocianicos variaram de 6 £ 1 a 68 £ 1 mg/100
g, somente a temperatura influenciou significativamente a extracdo destes
compostos. O maior teor de flavonoides ndo-antocianicos ocorreu acima de 60 °C, o
tempo nao influenciou significativamente (Tabela 2.3, Figura 2.3D). Pirvu et al.
(2015) analisaram dois diferentes extratos, obtidos a partir da extragdo aquosa a
guente da parte aérea da C. cyanus, e identificaram a presenca de quercetina, rutina
e apigenina. A analise de regressao do modelo proposto para flavonoides nao-
antocianicos foi significativo (p=0,015) e os valores de R? e R?adj = 0,98, indicando
gue o modelo MSR foi capaz de explicar acima de 98% da variabilidade, e os
residuos seguiram uma distribuicdo normal. O efeito do modelo quadratico da
temperatura e a interacéo linear da temperatura e tempo induziram um aumento no
teor de flavonoides nado-antocianicos. O modelo linear da temperatura tendeu a
diminuir o teor de flavonoides ndo-antocianicos, Tabela 2.5.

A atividade antioxidante dos extratos por meio da captura do radical livre
DPPH-* foi influenciada pelas condicGes de extracéo, variou de 51 a 63% de inibicéo,
somente a temperatura influenciou significativamente, Tabela 2.4. O extrato, ensaio
8, apresentou maior atividade antioxidante, 63% inibicdo, com alto teor de
compostos fendlicos totais, 480 mg AGE/100 g. A andlise de regressdo do modelo
proposto para DPPH* ndo foi adequado para descrever os dados experimentais, pois
o modelo MSR foi capaz de explicar somente 42% da variabilidade dos dados,
Tabela 2.5.

A atividade antioxidante de reducdo do ferro (FRAP) variou de 1134 + 16 a
1411 + 100 mg AAE/100 g, ambos temperatura e o tempo influenciaram na atividade
antioxidante. Os extratos obtidos com temperatura e tempo acima de 40 °C e 30
min, respectivamente; apresentaram atividade antioxidante por FRAP mais elevada
(Tabela 2.4; Figura 2.3E). A MSR monstrou que o modelo foi significativo e o valor
de R2?adj = 0,70, explicando 70% da variabilidade dos dados, e os residuos seguiram
uma distribuicdo normal. O modelo linear da temperatura e interacdo entre

temperatura e tempo apresentaram efeito positivo na atividade antioxidante por
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FRAP, enquanto o efeito quadratico da temperatura tendeu a diminuir a atividade
antioxidante, Tabela 2.5.

A capacidade redutora do reagente Folin-Ciocalteau variou de 487 + 46 a 846
+ 28 mg AGE/100 g. O tempo e a temperatura ndo influenciaram a capacidade
redutora dos extratos nos ensaios 3, 5, 7, 9, 10, 11 e 12, Tabela 2.4. O modelo
proposto ndo foi significativo (p=0,829) e adequado para descrever os dados
experimentais, pois foi capaz de explicar somente 25% da variabilidade dos dados,
Tabela 2.5.

A atividade quelante de ferro avaliou a capacidade dos compostos fendlicos
presentes nos extratos em se ligar ao ion Fe?* competindo com o ligante ferrozina.
Os extratos apresentaram entre 72 a 79 % de formacédo do complexo Fe?*-ferrozina,
ou seja, uma baixa capacidade de ligacédo do ferro com os compostos presentes nos
extratos. Entretanto, quando a amostra contém substancias que formam complexos
estaveis com Fe?*, ocorre uma ruptura da ligacdo Fe?*-ferrozina, associada a uma
reducdo da absorbancia em 562 nm, e indicando a presenca de atividade
antioxidante (SANTOS; BRIZOLA; GRANATO, 2017). As variacOes de temperatura e
tempo ndo influenciaram significativamente a atividade quelante Fe?* entre a maioria
dos extratos, Tabela 2.4. O modelo proposto ndo foi adequado para descrever 0s
dados experimentais, pois 0 modelo MSR foi capaz de explicar somente 13% da
variabilidade dos dados, Tabela 2.5.

A atividade antioxidante dos extratos vegetais esta relacionada com a
presenca dos flavonoides, atuando contra espécies reativas de oxigénio, dentre os
guais, radical hidroxila (OHe) e radicais anion superéxido (O2%), e também quelando
ions de metais (PROCHAZKOVA; BOUSOVA; WILHELMOVA, 2011). Neste estudo,
houve uma correlacédo significativa (p<0,05) da atividade antioxidante dos extratos de
pétalas de C. cyanus com flavonoides (rrrap = 0,6231) e com as antocianinas (roppH
= 0,8082), e DPPH* com o FRAP (r = 0,5807). Aktumsek et al. (2011) observaram
gue a Centaurea cheirolopha apresentou maior atividade antioxidante devido ao alto
contetdo de compostos fendlicos e flavonoides totais.

A metodologia de superficie de resposta permitiu gerar os modelos da
extracdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante dos extratos de pétalas de
Centaurea cyanus. E estabeleceu as melhores condi¢cdes de extragdo por meio da

aplicacdo da otimizacdo simultdnea baseada na funcdo de desejabilidade. A
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otimizacdo simultdnea utilizando o conteldo de compostos fendlicos totais,
flavonoides totais, antocianinas totais e a atividade antioxidante de reducéo de Fe?*,
sugeriram a temperatura de 68,3 °C e tempo de 51,12 min (Figura 2.4). A
desejabilidade global obtida nestas condi¢cbes de extracdo foi igual a 1, indicando

gue o procedimento de otimizacgé&o foi totalmente satisfeito.

Figura 2.4 - Otimizacdo simultanea, baseada na funcdo de desejabilidade, dos
fatores temperatura (°C) e tempo (min) considerando o teor de compostos fenélicos
totais, flavonoides totais, antocianinas totais, e atividade antioxidante por FRAP dos
extratos aquosos de pétalas de Centaurea cyanus.
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A condicdo 68,3 °C e 51,12 min foi aplicada para a obtencdo do extrato
otimizado (OT), analisado utilizando 0os mesmos ensaios experimentais, e 0S
resultados observados e os valores preditos, juntamente com o calculo do erro
absoluto (EA), foram: compostos fendlicos totais (observado: 565 mg AGE/100 g;
predito: 514 mg AGE/100 g; EA = 9,9%), flavonoides totais (observado: 234 mg
QE/100 g; predito: 234 mg QE/100 g; EA = 0%), antocianinas totais (observado: 173
mg CGE/100 g; predito: 179 mg CGE/100 g; EA = 3,3%) e FRAP (observado: 1400
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mg AAE/100 g; predito: 1402 mg AAE/100 g; EA = 0,1%). Todos os dados
experimentais permaneceram dentro do intervalo de predi¢cdo +95%, mostrando que

0os modelos gerados podem ser considerados preditivos.

2.3.2 Composicao Quimica e Propriedades Funcionais in vitro do Extrato Otimizado

2.3.2.1 Composicao quimica por LC-ESI-MS/MS

A Tabela 2.6 apresenta os compostos quimicos analisados e quantificados no
extrato aguoso otimizado de pétalas de C. cyanus por LC-ESI-MS/MS. Foram
guantificados os acidos clorogénico (m/z 355,10; 3897 mg/100 g), ferdlico (m/z
195,00; 1,4 mg/100 g), cafeico (m/z 178,92; 1,6 mg/100 g), p-cumarico (m/z 162,92,
1,3 mg/100 g), isoquercitrina (m/z 462,98; 116 mg/100 g), e cumarina (m/z 146,90;
1,5 mg/100 g). Pires et al. (2018a) identificaram na infus&o de flores de C. cyanus 0s
acidos clorogénico (41 mg/100 g) e p-cumarico (130 mg/100 g), e a quercetina (51
mg/100 g). Os autores observaram tragos do acido cafeico e nao identificaram o
acido ferulico e a cumarina. Litvinenko e Bubenchikova (1988), Bubenchikova (1990)
e Pirvu et al. (2015) identificaram em extratos da C. cyanus obtidos com diferentes
solventes (propanona, alcool metilico e cloroformio) os &cidos neoclorogénico e
isoclorogénico, kaempferol, isorhamnetina, apigenina, luteolina, hispidulina, rutina e
cumarina. Portanto, o acido cafeico, acido ferdlico e a cumarina foram quantificados
pela primeira vez, neste trabalho, no extrato aquoso de pétalas de C. cyanus.

Albayrak, Atasagun e Aksoy (2017) identificaram a isoquercitrina, 1009
mg/100 g e 349,60 mg/100 g, no extrato metandlico de C. aksoyi e C. amaena,
respectivamente. Os mesmos autores quantificaram o acido clorogénico (492,40
mg/100 g) somente na C. aksoyi, e o &cido ferulico (273,90 mg/100 g) e o p-
cumarico (212,30 mg/100 g) na C. amaena, estando esses acidos fendlicos
presentes no extrato aquoso da C. cyanus. Dalar et al. (2015) analisaram nove
compostos fendlicos no extrato etandlico liofilizado da flor da C. karduchorum por

LC-DAD-MS/MS, e quantificaram somente o acido clorogénico (360 mg/100 g).
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Tabela 2.6 - Composicdo quimica do extrato aquoso otimizado de pétalas de
Centaurea cyanus analisado por LC-ESI-MS/MS.

(continua)
Tempo de Faixa linear Conteudo
composto retencao (hgL)* R (mgnoo gy
(min)*

Acido 2,4-dihidroxibenzoico 2,30 10-1000 0,999 ND
Acido gélico 2,32 1,6-25,0 0,988 ND
Acido 2,5-dihidroxibenzoico 2,49 10-1000 0,982 ND
Acido p-aminobenzoico 3,05 1,6-20,9 0,987 ND
Acido 3,4-dihidroxibenzoico 3,18 25,0-225,0 0,998 ND
Acido clorogénico 3,76 0,4-25,0 0,997 3897 £ 54
(+)-Catequina 3,82 1,6-25,0 0,987 ND
Acido cafeico 4,25 3,2-20,9 0,996 1,6+0,1
(-)-Epicatequina 4,27 1,6-25,0 0,998 ND
Acido siringico 4,30 1,6-25,0 0,995 ND
(-)-Epigalocatequina galato 4,33 0,8-20,9 0,999 ND
Isoquercitrina 4,55 10-1000 0,991 116 +1
Rutina 4,82 0,4-25,0 0,991 ND
Coniferaldeido 4,97 10-1000 0,992 ND
Acido p-cumarico 4,99 0,8-25,0 0,995 1,3+0,1
Siringaldeido 5,07 1,6-20,9 0,994 ND
Acido sinapico 5,13 0,8-25,0 0,996 ND
Acido ferdlico 5,20 3,2-25,0 0,987 1,4+0,2
Naringenina 5,32 0,8-25,0 0,996 ND
Cumarina 5,34 10-1000 0,998 15+0,1
Hesperidina 5,38 0,4-25,0 0,990 ND
Acido 3,5-dinitrobenzoico 5,52 10-1000 0,987 ND
Sinapaldeido 5,64 0,4-25,0 0,998 ND
4-metilumbeliferona 5,78 0,8-25,0 0,990 ND
Acido benzoico 5,84 25,0-250,0 0,992 ND
Acido salicilico 6,10 25,0-225,0 0,995 ND
Luteolina 6,24 0,4-25,0 0,992 ND
Quercetina 6,29 0,8-25,0 0,987 ND
Acido vanilico 6,38 0,4-25,0 0,986 ND

Apigenina 6,73 0,8-25,0 0,997 ND
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Tabela 2.6 - Composicdo quimica do extrato aquoso otimizado de pétalas de

Centaurea cyanus analisado por LC-ESI-MS/MS.
(concluséo)

Tempo de

Faixa linear Contetdo
Composto retehgéo (ng/L)* R (mg/100 g)*
(min)*

Naringina 6,80 0,2-20,9 0,994 ND
Pinobanksin 6,83 0,5-28,7 0,996 ND
Kaempferol 6,85 1,6-25,0 0,997 ND
Isoramnetina 6,92 0,5-26,1 0,998 ND
Crisina 7,96 0,8-20,9 0,998 ND
Pinocembrina 8,10 0,4-25,0 0,994 ND
Galangina 8,13 1,6-25,0 0,994 ND

*Dados adaptados de Seraglio et al. (2016). ND: néo detectado. ®Média e desvio padrao.

2.3.2.2 ldentificacdo da antocianina e flavona por MS/MS

A antocianina cianidina 3-O-(6-O-succinilglicosideo)-5-O-glicosideo, AN, e a
flavona apigenina 7-O-B-D-glucuronido-4'-O-(6-O-malonilglucosideo), FL, integrantes
da molécula da protocianina, foram identificadas no extrato aquoso otimizado de
pétalas de C. cyanus. A Figura 2.5A mostra a estrutura da cianidina 3-O-(6-O-
succinilglicosideo)-5-O-glicosideo identificada por comparacdo da massa molecular
fragmentada (m/z 543,3) com a massa molecular da estrutura intacta (MM=704). A
Figura 2.5B, a flavona apigenina 7-O-3-D-glucuronido-4'-O-(6-O-malonilglucosideo)
foi identificada por comparacao da massa molecular fragmentada (m/z 499,2) com a
massa molecular da estrutura intacta (MM=693). Estudos para elucidar a estrutura
da protocianina, presente na C. cyanus, mostraram que a cCOomposicdo quimica
consiste em 6 AN: 6 FL: 1 Fe(ll): 2 Mg(ll): 3 Ca(ll) (TAKEDA et al., 2005).
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Figura 2.5 - Espectro de massa dos fragmentos dos ions (m/z) no modo positivo da
antocianina cianidina 3-O-(6-O-succinilglicosideo)-5-O-glicosideo (A), e no modo
negativo da flavona apigenina 7-O-B-D-glucuronido-4'-O-(6-O-malonilglucosideo),
identificadas no extrato aquoso otimizado de pétalas de Centaurea cyanus.

Q3+

s

| |
| "if o f
| | il I*’ lﬂ ‘“'

Intensity, cps
:‘xﬁ?i%il&ii:,iiiic"«i%ti&téiiiiiiiiE

|
r'\l 7' 'ﬁ‘

F-\
TR L \
ey T S

whfid=d T o '-»’

§Z

s08 510 5]5

Q3- 5505

1.4e8

1.2e84

Intensity, cps

1.0e6

8.0e54

6.0e54

0.0Y

Z_ZW ;w!f ]ya

4270

520 828 230 35 540 545 550 858 560 565

4992
4002
B

§33.2

4554

4419 525.1
4510

400 410 4"0

&f@i e Ty JJ&#’JW«‘\M}‘"#‘

440 450 460 470 480 490 500 530 540 550
m/z, Da



96

2.3.2.3 Efeito do pH na estabilidade das antocianinas e atividade antioxidante

A estabilidade das antocianinas depende de varios fatores como pH,
temperatura, estrutura quimica, luz, oxigénio e solventes (GIUSTI; WROLSTAD,
2003). A estabilidade da cor das antocianinas em solucdes é influenciada
principalmente pelo pH, em razdo do deslocamento da estrutura de equilibrio
reversivel ou irreversivel desses compostos (MAZZA; BROUILLARD, 1987). A
titulacdo espectrofotométrica direta, mostrou o efeito do pH na estabilidade (Figura
2.6) e atividade antioxidante (Figura 2.7) das antocianinas presentes no extrato
aguoso otimizado de pétalas de C. cyanus. A absorbancia de 515 nm diminuiu entre
os valores de pH 2,79 a 5,55, devido ao efeito hipocrémico, e entre os valores de pH
6,09 a 7,01 ocorreu o efeito hipercrémico, Figura 2.6. A titulacdo espectrofotométrica
reversa, pH 7,01 a 2,79 mostrou que as antocianinas presentes no extrato da C.
cyanus apresentaram reversibilidade no deslocamento de equilibrio, sendo que a
coloracdo vermelha em pH 2,79 indicou a mudanca da estrutura para a forma de

cation flavilium.

Figura 2.6 - Efeito do pH na estabilidade das antocianinas presentes no extrato
aguoso otimizado de pétalas de Centaurea cyanus.
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As variagfes no valor do pH alteram o equilibrio das antocianinas e ocorrem
mudancas na estrutura do cation flavilium, produzindo anidrobase quinoidal,
pseudobase carbinol e cis-chalcona. Dependendo do tipo de antocianina, a
formacdo destas estruturas ocasiona a ruptura do anel heterociclico, e a reacdo
pode ser irreversivel (BROUILLARD; DELAPORTE, 1977). Ekici et al., (2014)
analisaram a estabilidade das antocianinas da casca da uva, cenoura preta e
repolho vermelho, com variacdo dos valores de pH 3 a 7 e temperatura de 70 a 90
°C, e verificaram que a estabilidade das antocianinas diminuiram gradualmente com
o aumento do pH e temperatura.

A atividade antioxidante do extrato da C. cyanus por meio da captura do
radical livre DPPHe, foi influenciada significativamente pelas variagdes do pH,
apresentando de 25 a 70% de inibicdo, Figura 2.7. O aumento do pH de 2,79 até
5,01, proporcionou um aumento na inibicio do DPPH* de 53 a 70%,
respectivamente. Quando o pH aumentou para 7,01, a atividade antioxidante
diminuiu, ou seja, apresentou uma inibicdo de 25%. Na titulacdo reversa, em pH
2,79, a atividade antioxidante do extrato apresentou uma inibicdo de 54%.

Figura 2.7 - Efeito do pH na atividade antioxidante das antocianinas presentes no
extrato aquoso otimizado de pétalas de Centaurea cyanus.
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Altunkaya, Gokmen e Skibsted (2016) verificaram a influéncia do pH na
atividade antioxidante de extratos de alface combinados com quercetina, extrato de
cha verde e sementes de uva. Os autores observaram que houve um aumento na
atividade antioxidante dos extratos com o aumento dos valores do pH. Esse
aumento na atividade antioxidante dos compostos fendlicos deve-se ao aumento da
capacidade de doacdo de elétrons apds desprotonacdo da estrutura molecular e

estabilizacdo em meio alcalino levando a reacéo de polimerizacao.

2.3.2.4 Inibicdo da peroxidacdo lipidica

A peroxidacao lipidica ocasiona a oxidagao dos acidos graxos poliinsaturados,
responsaveis pela manutencdo das membranas celulares, alterando a
permeabilidade e fluidez da bicamada lipidica, composi¢cédo e a integridade celular.
As espécies reativas de oxigénio (EROs) séo alguns dos oxidantes mais comuns
nas células. Os produtos gerados na peroxidacao lipidica sdo toxicos ao organismo,
induzindo a inflamagdo, envelhecimento, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas, e cancer (GUERAUD et al., 2010; GASCHLER; STOCKWEL,
2017).

As concentracfes de 125 a 500 mg/L de extrato otimizado e liofilizado de
pétalas de C. cyanus apresentaram uma baixa inibicdo da peroxidacéo lipidica,
Figura 2.8. O aumento da concentracdo para 1000 mg/L elevou a inibicdo da
peroxidacdo lipidica. A quercetina que foi utilizada como controle positivo, é
considerada uma eliminadora de EROs e inibidora da peroxidacdo lipidica
(D'ANDREA, 2015).
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Figura 2.8 - Inibicdo da peroxidacéo lipidica do extrato aquoso otimizado e liofilizado
de pétalas de Centaurea cyanus comparado a uma solucdo padrdo de quercetina a
50 mgl/L.

50 -

a
< I p<0,0001
: 40
Q
S
:§_ 35 A
©
wg 30 1
O
3
= 25
S
g- 20
po b
T 1s ]
=]
bly:]
L 10 |
£
2 c
5] I c c
1]
Quercetina C. cyanus C. cyanus C. cyanus C. cyanus
(50 mg/L) (1000 mg/L) (500 mg/L) (250 mg/L) (125 mg/L)

Nota: Letras diferentes representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,0001).

2.3.2.5 Atividade anti-hemolitica in vitro

A atividade anti-hemolitica in vitro do extrato otimizado e liofilizado de pétalas
de C. cyanus (0 — 50 pg/mL) foi avaliada frente aos eritrocitos de sangue humano
com tipagem O®. A Figura 2.9 mostra que o extrato da C. cyanus apresentou uma
interacdo benéfica com os eritrécitos, e um efeito protetor contra a hemdlise com o
aumento da concentracao (efeito de dose-dependéncia). Os eritrocitos que sofreram
hemolise mecénica (0 pg/mL) ndo apresentaram diferenga significativa dos
eritrécitos em presenca de 10 e 20 pg/mL de extrato. No entanto, os eritrOcitos
adicionados de 30 a 50 pg/mL de extrato apresentaram um efeito protetor quando
comparadas com os eritrécitos hemolisados mecanicamente, ocorrendo uma
diminuicdo da atividade hemolitica com o aumento da concentracéo do extrato da C.
cyanus. Os eritrocitos sdo suscetiveis aos danos oxidativos devido a constituicdo da
membrana celular por acidos graxos poliinsaturados, a presenca de oxigénio e ferro
na hemoglobina, podendo sofrer uma série de modificacbes causando a hemdlise
(CIMEN, 2008). A hemodlise consiste na lise dos eritrécitos com a liberacdo da
hemoglobina no plasma. A hemoglobina livre pode induzir a apoptose celular e a
interrupcdo no consumo de oxigénio resultando em danos ao organismo (TRACZ;
ALAM; NATH, 2007).
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Figura 2.9 - Atividade anti-hemolitica do extrato otimizado e liofilizado de pétalas de
Centaurea cyanus.
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Compostos bioativos presentes em extratos vegetais protegem a membrana
dos eritrécitos contra os danos originados por espécies reativas de oxigénio (SINGH;
RAJINI, 2008). Belwal et al. (2017) observaram que o extrato de folhas de Berberis
asiatica apresentou atividade antihemolitica e atividade protetora contra os danos
aos eritrécitos, esta atividade esta relacionada com a mistura de compostos que
atuam de forma sinérgica e exercem efeito protetor. Os mesmos autores obtiveram
maiores concentracfes do acido clorogénico e da catequina comparado com 0s
outros compostos fendlicos. Singh e Rajini (2008) observaram que o extrato da
casca de batata protegeu os eritrocitos humanos contra danos oxidativos in vitro,
induzidos por sulfato de ferro e acido ascérbico, devido as suas propriedades
antioxidantes.

2.3.2.6 Atividade antimicrobiana

O extrato otimizado e liofilizado de pétalas de C. cyanus, pelos métodos de
difusdo em &gar e concentracao inibitéria minima de 0,01 até 1,25 mg/mL, n&o inibiu
o crescimento do Penicillium roqueforti, Candida orthopsilosis, Bacillus cereus,
Pseudomona aeruginosa, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus

aureus e Salmonella Enteritidis. Damte et al. (2013) avaliaram 97 extratos
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metandlicos de plantas, e observaram que o extrato da C. cyanus nao apresentou
inibicdo do crescimento da Pseudomona aeruginosa. Pires et al. (2018a) verificaram
gue o extrato aquoso das flores de C. cyanus apresentou atividade antimicrobiana
em relacdo a Pseudomona aeruginosa, Listeria monocytogenes, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, com CIM acima de 20 mg/mL. Assim, novos estudos do
extrato aquoso otimizado de pétalas de C. cyanus com concentra¢cfes acima de 1,25

mg/mL séo necessarios.

2.3.2.7 Atividade inibitéria da enzima conversora de angiotensina | (ECA-I)

A enzima conversora de angiotensina | (ECA) desempenha um papel
fisiolégico duplo na regulacdo da pressao sanguinea por meio da conversdao de
angiontensina | em angiotensina Il, um potente vasoconstritor, e na degradagao da
bradicinina, um vasodilatador (MURRAY; FITZGERALD, 2007). A hipertensao,
aumento da pressao sanguinea acima de 140/90 mmHg, é um dos principais fatores
de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, acidente vascular
cerebral e doenca renal (LI et al., 2012). Estudos in vitro e in vivo demonstraram que
a inibicdo da atividade da ECA esté associada com a reducéo da pressao arterial (LI
et al., 2012; LUO et al., 2017).

O extrato otimizado e liofiizado de pétalas de C. cyanus, 3,46 mg/mL,
apresentou uma inibicdo de 45,62% + 1 em relacdo a atividade da enzima
conversora de angiotensina I. Estudos relacionam a atividade anti-hipertensiva dos
alimentos com os compostos fendlicos e peptideos (HUGEL et al., 2016; RAI;
SANJUKTA; JEYARAM, 2017). O &acido clorogénico identificado no extrato aquoso
da C. cyanus pode ter influenciado na inibicdo da atividade da enzima ECA. Ojeda et
al. (2010) observaram que o extrato aquoso, 50 mg/mL de Hibiscus sabdariffa inibiu
31,16% da atividade da enzima ECA, enquanto as antocianinas delfinidina-3-O-
sambubiosideo e cianidina-3-O-sambubiosideo, 0,2 mg/mL, inibiram 79,27 e
68,70%, respectivamente. Os autores sugerem que as antocianinas presentes no
célice de Hibiscus sabdariffa inibiram a atividade enzimatica da ECA ao competir

pelo sitio ativo.
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2.3.3.8 Viabilidade celular

O extrato otimizado e liofilizado de pétalas de C. cyanus foi utilizado para
avaliar o efeito citotoxico nas linhagens celulares HepG-2, Caco-2 e A549. Os
resultados e comportamento celular dos testes de viabilidade celular in vitro (ICso,
IGso e LCso) sdo apresentados na Figura 2.10. O extrato apresentou valores altos de
ICs0 € 1Gso (> 900 ug/mL) para todas as linhagens celulares, sugerindo que €
necessario utilizar concentragdes mais elevadas para inibir o crescimento de metade
das células, significando baixa citotoxicidade e acdo antiproliferativa. Pires et al.
(2018a) observaram que o extrato hidrometandlico e a infusdo das flores de C.
cyanus exibiram pouca ou nenhuma atividade antiproliferativa, com valores de Glso
superiores a 400 yg/mL em todas as células testadas, incluindo HepG2, sugerindo
auséncia de hepatoxicidade. Em outro estudo, o extrato metandlico de diferentes
fracdes de Centaurea bruguierana ssp. belangerana n&o exibiu citotoxicidade em
células Caco-2 (ICso > 1000 ug/mL) (OSTAD et al., 2016). De acordo com Radan et
al. (2017) a alta concentracdo (2000 pg/mL) do extrato aquoso de Centaurea
ragusina L. reduziu a viabilidade celular em 15% comparado com as células néo
tratadas, corroborando com baixa citotoxicidade em diferentes espécies de

Centaurea.
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Figura 2.10 - Viabilidade celular de células epiteliais de adenocarcinoma colorretal
humano (Caco-2), células epiteliais de adenocarcinoma de pulméao humano (A549),
e células de hepatocarcinoma humano (HepG-2) em relacdo a diferentes
concentracfes do extrato otimizado e liofilizado de pétalas de C. cyanus.
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2.3.3.9 Medicéo de espécies reativas de oxigénio (EROS) intracelular

Neste estudo, as EROs produzidas em células HepG2 foram expostas a
diferentes concentragdes do extrato de C. cyanus diluido em DCFH-DA. Os niveis de
ERO induzidos por H202 foram maiores que o controle e similares a alguns grupos
de tratamento, Figura 2.11. O extrato otimizado e liofilizado de pétalas de C. cyanus
aumentou a producao de EROs em todas as concentracoes testadas.

Os polifendis sdo conhecidos como sequestradores de varios radicais livres
(SOBEH et al., 2017); no entanto, a maioria dos polifendis possui propriedades
antioxidantes e pro-oxidantes devido a eliminacdo de espécies reativas de oxigénio,
gue entdo formam radicais livres semiquinona que podem danificar importantes
macromoléculas, como proteinas ou DNA. Além disso, essas reacfes acompanham
a geracao de radicais Oz e OH’, que originam o estresse oxidativo (KHAN et al.,
2012).
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Apesar do aumento dos niveis de EROs poder induzir a apoptose por meio da
ativacao de caspases dependente de EROs (CHOI et al., 2016), no presente estudo,
a morte celular ndo foi observada. Baixas concentracdes (10 a 100 upg/mL) do
extrato de C. cyanus originaram a inducdo de EROSs; no entanto, esse aumento nao
foi suficiente para causar a morte celular. Portanto, os sistemas de reparo
antioxidante celular podem ter neutralizado a superproducdo de radicais livres,
impedindo novas lesbes e morte celular. Os sistemas antioxidantes incluem
enzimas, como a superoxido dismutase e a glutationa peroxidase, que neutralizam
os radicais livres adicionais e protegem as células contra os efeitos adversos
(YAHYAPOUR et al., 2018). Apesar do extrato otimizado e liofilizado de C. cyanus
demostrar acdo pro-oxidante neste ensaio, isso nao foi suficiente para causar danos
nas linhagens celulares. Por outro lado, podemos destacar o fato de que em
concentracbes semelhantes (0 a 50 pg/mL) do mesmo extrato apresentou efeito

antioxidante e protetor no ensaio de atividade anti-hemolitica.

Figura 2.11 - Resultados da medicdo intracelular de ERO em células HepG2 por
espectrofluorimetria
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Nota: Tratamento = extrato otimizado e liofilizado de pétalas de Centaurea cyanus (10-100 pg/mL).
Dados quantitativos sédo a média + desvio padrdo. Letras diferentes dentro do mesmo parametro
indicam uma diferenca significativa (p<0,05).



105

2.4 CONCLUSOES

A metodologia de superficie de resposta foi apropriada para modelar a
extracdo dos compostos fendlicos e propriedades funcionais in vitro do extrato das
pétalas da Centaurea cyanus. A temperatura e o tempo de extragdo influenciaram
significativamente os teores de flavonoides, antocianinas e atividade antioxidante por
FRAP. Somente a temperatura influenciou os teores de compostos fendlicos totais,
flavonoides n&o-antocianicos e atividade antioxidante por DPPH*. A temperatura de
68,3 °C e o tempo de 51,12 min foi a melhor condicdo para maximizar o teor de
compostos fitoquimicos e as propriedades funcionais in vitro do extrato da C.
cyanus. Os &cidos clorogénico, cafeico, ferulico, p-cumarico e os flavondides
isoquercitrina e cumarina, foram os compostos majoritarios no extrato otimizado. As
antocianinas presentes no extrato otimizado da C. cyanus apresentaram um
equilibrio reversivel e atividade antioxidante com variacdo do pH. O extrato aquoso
apresentou inibicdo da peroxidacdo lipidica, atividade anti-hemolitica e anti-
hipertensiva, e baixa citotoxicidade e acao pro-oxidante sem causar danos e morte
celular.

Esse é o primeiro trabalho que identifica a presenca da antocianina cianidina
3-0-(6-O-succinilglicosideo)-5-O-glicosideo e da flavona apigenina 7-O-B-D-
glucuronido-4'-O-(6-O-malonilglucosideo) no extrato aquoso das pétalas de C.
cyanus, e quantifica os teores de acido cafeico, acido ferulico e cumarina, por meio
do LC-ESI-MS/MS. E determina as propriedades funcionais in vitro em relagdo ao
efeito do pH na estabilidade e atividade antioxidante das antocianinas, inibicdo da
peroxidacdo lipidica, atividade anti-hemolitica e anti-hipertensiva, efeito
citotoxico/citoprotetor das linhagens celulares A549 e Caco-2, e a atividade de
espécies reativas de oxigénio intracelular. Os resultados obtidos permitem uma
ampliacdo do estudo com a aplicacdo dos compostos fitoquimicos e a determinacgéo

de novas propriedades funcionais in vitro e in vivo.
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CAPITULO 3 - COMPOSTOS BIOATIVOS DE PETALAS DE Clitoria ternatea L.
MOSTRAM  EFEITOS ANTIOXIDANTE, ANTI-HEMOLITICO E  ANTI-
HIPERTENSIVO, INIBICAO DAS ATIVIDADES DA o-AMILASE E a-
GLUCOSIDASE E REDUCAO DA OXIDACAO INDUZIDA DO COLESTEROL LDL
E DNA

RESUMO

A proposta deste estudo foi utilizar uma abordagem estatistica com objetivo de
otimizar as condi¢cdes experimentais de extracdo dos compostos bioativos e analisar
as propriedades funcionais in vitro do extrato aquoso bruto liofilizado (EBL) e
parcialmente purificado (EP) das pétalas de Clitoria ternatea. Os resultados
demonstraram que os fatores temperatura e o tempo influenciaram (p<0,05) na
extracdo dos compostos fendlicos, atividade antioxidante e parametros fisico-
guimicos. A otimizacdo simultédnea indicou que 0os mesmos teores de compostos
bioativos foram extraidos entre 11,7 a 68,3 °C por 8,47 a 51,12 min. A analise por
componentes principais revelou a condicdo experimental de extracdo baseada no
maior teor de compostos fenélicos (40 °C/30 min). O EBLPCT apresentou atividade
antimicrobiana, efeito protetor contra a hemalise dos eritrocitos, inibicdo das enzimas
a-amilase, a-glicosidase e conversora de angiotensina-l (ECA-I), e inibicdo da
peroxidacao lipidica. Os extratos EBLPCT e EPPCT demonstraram capacidade de
absorcao de radicais de oxigénio, inibicdo da cisédo de DNA, inibicdo da oxidagcao do
colesterol LDL, atividade antioxidante intracelular contra espécies reativas de
oxigénio (>100 ug/mL), e nenhuma citotoxicidade (ICso, IGso € LCso > 900 pg/mL)
frente as linhagens celulares A549, HCT8 e IMR90.

Palavras-chave: analise de componentes principais; metodologia de superficie de
resposta; antocianinas; alimentos ndo convencionais; atividade anti-hipertensiva,

inibidora da cisdo do DNA.

O contetdo desse capitulo foi publicado na revista Food Research International
(Anexo B).
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3.1 INTRODUCAO

A Clitoria ternatea L., conhecida como butterfly pea e blue pea, esta
amplamente distribuida em regides com clima tropical e subtropical (JAIN et al.,
2003; GRIN, 2017c). As raizes, flores, folhas e sementes sdo utilizadas na medicina
popular indiana por apresentarem varias propriedades terapéuticas (VASISHT et al.,
2016; MUKHERJEE et al., 2008). No Brasil, chamada popularmente de cunh3,
cultivada como planta forrageira em alguns estados do Norte, Nordeste, Centro-
Oeste e Sudeste (FLORA DO BRASIL, 2017c; DUEBEUX JUNIOR et al., 2009).

As pétalas azuis contém uma grande variedade de compostos fendlicos,
principalmente as antocianinas nomeadas de ternatinas (A1-A3, B1-B4, C1-C5,
D1-D3), e os flavondis kaempferol, quercetina e mirecitina (TERAHARA et al., 1998;
KAZUMA; NODA; SUZUKI, 2003a). Estudos das propriedades funcionais in vitro e in
vivo dos diferentes extratos das flores de C. ternatea apresentaram atividades
antioxidante (MEHMOOD et al.,, 2019; KAMKAEN; WILKINSON, 2009), anti-
hiperglicémica e anti-hiperlipidémica (DAISY et al., 2009), antimicrobiana (KAMILLA
et al., 2009), e hepatoprotetora (NITHIANANTHAM et al., 2013).

A extracdo dos compostos bioativos presentes em diferentes matrizes
vegetais pode ser otimizado por meio de modelos matematicos, que descrevem o
efeito de diferentes variaveis independentes (por exemplo, tempo, temperatura,
solvente) isolados e combinados, utilizando a metodologia de superficie de resposta
(MSR) (BELWAL et al., 2016; ESCHER et al., 2018; SANTOS et al., 2018). A MSR é
uma ferramenta estatistica baseada na analise de regressdo aplicada no
desenvolvimento, melhoria e otimizacdo de diferentes produtos e processos
(YOLMEH; JAFARI, 2017). A metodologia de otimizacdo, baseada na funcédo de
desejabilidade (DERRINGER; SUICH, 1980), permite definir as melhores condi¢des
na extracdo de compostos bioativos, e estabelece os valores otimizados para os
fatores analisados.

Chong and Gwee (2015) aplicaram a MSR na extracdo de antocianinas de
pétalas frescas de C. ternatea por meio do planejamento fatorial. As condi¢cbes
Otimas de extracdo das antocianinas foram 50 °C, 150 min, proporgdo solido para
liquido 1 g:15 mL, e poder de sonificagdo 240 W. Estas condi¢des foram utilizadas

por Mehmood et al. (2019) para extrair, por método convencional e ultrassom, os
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compostos bioativos das flores de C. ternatea e analisarem as atividades bioldgicas
de protecdo do DNA, inibicdo da oxidacdo plasmatica e hemdlise de eritrécitos.
Entretanto, ndo foram localizados estudos em relacdo ao efeito de diferentes
temperaturas e tempos na extracdo dos compostos fendlicos totais e individuais,
atividade antioxidante e parametros fisico-quimicos de pétalas de C. ternatea.
Portanto, no presente estudo, o objetivo foi utilizar uma abordagem estatistica para
otimizar as condi¢cdes experimentais de extracdo dos compostos bioativos e analisar
as propriedades funcionais in vitro do extrato aquoso bruto liofilizado e parcialmente
purificado de pétalas de C. ternatea em meios quimicos, enzimaticos e bioldgicos.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Produtos Quimicos e Linhagens de Células

As solucdes foram preparadas com agua ultrapura (Millipore, Sdo Paulo, Brasil).
Padrdes de éacidos fenolicos (Acidos galico, siringico, 2-hidroxicinamico,
protocatecuico, 2,4-dihidroxibenzoéico, 2,5- dihidroxibenzdico, p-cumarico, 5-O-
cafeoilquinico, cafeico, ferulico, rosmarinico, e elagico), flavonoides (quercetina-3-
rutinosideo, procianidina A2, (-)-epicatequina, (+)-catequina, e quercetina), acido 2-
tiobarbiturico, AAPH (2,2’-azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride,
DMEM/Baixa glicose, glicose DMEM/Ham-F12, DCFH-DA (diacetato de
diclorofluoresceina), DMSO (dimetil sulfoxido), DPPH* (2,2-difenil-1-picrilhidrazila),
enzima conversora da angiotensina-l de intestino de coelho (EC 3.4.15.1), Human
LDL, MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-2-tiazolil]-2,5-difenil-2H-tetrazolio), reagente
Folin-Ciocalteu, resina Amberlite®XAD7HP e TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) foram
adquiridas da Sigma-Aldrich (USA). trans-Resveratrol, malvidina-3,5-diglucosideo,
malvidina-3-0-glucosideo, delfinidina-3-O-glucosideo, cianidina-3-O-glucosideo, e
pelargonidina-3-O-glucosideo foram obtidos da Extrasynthese (France). Acidos 2,4-
dihidroxibenzoico e 2,5-dihidroxibenzéico foram adquiridos da Carl Roth (Karlsruhe,
Germany). As células A549, HCTS8, e IMR90 foram obtidas do banco de células do
Rio de Janeiro (BCRJ).
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3.2.2 Matéria-Prima

Flores desidratadas de C. ternatea, cultivadas em Campo Grande no estado de
Mato Grosso do Sul — Brasil (20° 28' 53" sul, 54° 36' 58" oeste a 592 m altitude)
foram adquiridas em setembro de 2016. As pétalas desidratadas foram trituradas em
moinho analitico (QUIMIS® modelo 6298A21), e padronizadas com 42 Tyler mesh.
Uma exsicata das flores de C. ternatea foi depositada no Herbario de Plantas
Medicinais da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) sob niumero 21878.
O projeto de pesquisa foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético (SisGen) do Ministério do Meio Ambiente do Brasil - www.sisgen.gov.br
(protocolo AFEEFADY).

Figura 3.1 - Flores desidratadas (A), calices (B) e pétalas (C) de Clitoria ternatea.
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Fonte: Autor.

O delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 contendo quatro
repeticdes no ponto central foi usado para avaliar os efeitos da temperatura e tempo
na extracdo de compostos fendlicos, atividade antioxidante in vitro e parametros
fisico-quimicos, Tabelas 3.1, 3.3 e 3.4. A temperatura de extracao variou de 11,7 (-
1,41) a 68,3 °C (+1,41), e o tempo de 8,78 (-1,41) a 51,21 min (+1,41). Os doze
extratos aquosos de pétalas de C. ternatea foram obtidos aleatoriamente com uma
propor¢cdo de 0,125:25 (massa:agua ultrapura, m/v) em uma cela termostatizada
(Microquimica MQBTC 99-20, Brasil) protegida da luz com agitacdo magnética
constante. Os extratos foram filtrados em papel filtro qualitativo, armazenados (8 °C)
protegidos da luz e analisados ap0s 24 h da extracdo. Os valores dos fatores
temperatura e tempo, e a propor¢cdo de massa:solvente foram definidos apés

estudos iniciais (dados ndo apresentados).
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3.2.3 Determinacdo da Composicdo Fendlica, Atividade Antioxidante e Parametros

Fisico-Quimicos dos Extratos AQuUOS0S

Os compostos fendlicos totais (CFT) dos extratos aquosos das pétalas de C.
ternatea foram quantificados pelo método colorimétrico Azul da Prussia (PRICE;
BUTLER, 1977; MARGRAF et al., 2015), e os resultados expressos em mg de &cido
galico equivalente por 100 g de amostra seca (mg AGE/100 g).

Os flavonoides totais (FT) e antocianinas totais (AT) foram quantificados de
acordo com Lees e Francis (1972) e Pedro et al. (2016). Os teores de FT foram
expressos como mg de quercetina equivalente por 100 g de pétalas (mg QE/100 g),
e das AT como mg de cianidina-3-glicosideo equivalente por 100 g de pétalas (mg
CGE/100 g).

Os compostos fendlicos nédo-flavonoides (FNF) e os flavonoides néo-
antocianicos (FNA) foram estimados subtraindo os teores de flavonoides totais dos
compostos fendlicos totais e os teores de antocianinas totais dos flavonoides totais,
respectivamente; os resultados foram expressos em mg por 100 g de amostra seca
(mg/100 g).

Os compostos fendlicos individuais foram quantificados utilizando um
cromatografo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu, LC-20T Prominence, Japao)
equipado com detector de arranjo de fotodiodo (DAD; SPD-M20A), detector de
fluorescéncia (RF-20A), amostrador automatico e coluna de forno. A separacao
cromatografica foi realizada em fase reversa em coluna Cis (150 mm x 4.6 mm,
tamanho de particula 3.5 pm; Agilent, EUA) a 40 °C, volume da injegdo de 10 pL e
fluxo de 0.5 mL/min. Os compostos fendlicos foram quantificados de acordo com
Fidelis et al. (2018). Na quantificacdo das antocianinas, a fase movel consistiu de
agua acidificada com 0,2% de acido formico (fase movel A) e acetonitrila (fase movel
B). O gradiente de elui¢ao foi de 0-3 min, 90% A; 3-6 min, 77% A; 6-10 min, 65% A;
10-12 min, 20% A; e 12-20 min, 100% A. O extrato aquoso das pétalas de C.
ternatea foi diluido em agua ultrapura (1:1 v/v), filtrado em membrana de nylon (45
gm), e injetado em triplicata para analise de acidos fendlicos, flavonoides e
antocianinas. Os comprimentos de onda utilizados no detector DAD foram 255, 272,
318, 325 e 360 nm para acidos fendlicos, 280 e 360 nm para flavonoides, e 520 nm

para as antocianinas. No detector de fluorescéncia foram utilizados 0 Aemissao = 320



111

nm e Aexinggo = 210 nm para a (-)-epicatequina. A quantificacédo foi realizada por
meio de curva analitica elaborada para cada padrdao de compostos fendlicos
disponivel, e os resultados expressos em mg por 100 g de pétalas (mg/100 g).

A atividade antioxidante (AA) dos extratos aquosos das pétalas de C. ternatea
foi analisada pela captura do radical DPPH de acordo com Brand-Williams, Cuvelier,
e Berset (1995), e os resultados expressos em percentual de inibicdo do radical
DPPH. A capacidade antioxidante de reducédo do ferro (FRAP) foi determinada
conforme Benzie e Strain (1996), e os resultados expressos em mg de acido
ascorbico equivalente por 100 g de pétalas (mg AAE/100 g). A capacidade redutora
do reagente Folin—Ciocalteu (CRFC) dos extratos foi determinada conforme
Singleton et al. (1999), e os resultados expressos em mg de acido galico equivalente
por 100 g de pétalas (mg GAE/100 g). A atividade quelante frente ao ion Cu?* (AQC)
foi determinada de acordo com Santos et al. (2017), e os resultados expressos em
percentual da formacéo do complexo de Cu?*- violeta de pirocatecol.

As analises de cor instrumental (AC) compreendendo a intensidade de cor (IC),
tonalidade (T), propor¢cao dos pigmentos amarelo (PA), vermelho (PV), e azul (P2)
foram determinadas conforme Glories (1984). Uma aliquota de 1.25 mL de extrato
aguoso foi diluido com agua ultrapura (1:3 v/v). As absorbancias foram registradas
nos comprimentos de onda de 420, 520 e 620 nm em espectrofotdmetro UV-Vis
(Shimadzu UV-1800, Japéo). A intensidade de cor, tonalidade, e proporcdo dos
pigmentos amarelo, vermelho e azul foram calculadas com as Equacgdes 1, 2, 3, 4 e

5, respectivamente.

Intensidade de cor = Abs,,0 nm+ AbSs20nm+ AbSe20 nm (2)

Tonalidade = 225420 nm )
AbSs20 nm

% Pigmento amarelo = (Abs‘;%) x 100 (3)

% Pigmento vermelho = (Abssl%) x 100 (4)

% Pigmento azul = (Absi%) %X 100 (5)

Os valores de pH dos extratos aquosos a 25 °C foram determinados por meio da

leitura direta em pHmetro (Labmeter, Brasil) previamente calibrado.
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3.2.4 Modelagem por Metodologia de Superficie de Resposta

Os efeitos da temperatura e tempo na composicdo fendlica, atividade
antioxidante in vitro e parametros fisico-quimicos dos extratos aquosos de pétalas
de C. ternatea foi realizada por meio da regressao linear multipla utilizando a MSR
(ESCHER et al., 2018). Os resultados experimentais referentes aos efeitos lineares
e quadraticos, e de interacao foram modelados com a Equacéo 6:

Y = Bo+ Bixi+ Bixi*+ BiXi+ Bix? + i Xi (6)

onde o0 Y é a resposta prevista; Bo € o intercepto; Gi e Bjrepresentam os coeficientes
linear e quadrético, respectivamente; xi e X; SAo as variaveis independentes; B é o
coeficiente de interacdo entre xie X;.

A gqualidade estatistica do modelo proposto foi analisada pela porcentagem de
variabilidade explicada pelo coeficiente de determinagéo (R?), e pelo coeficiente de
determinacdo ajustado (R2adj), e pela significAncia do modelo, p<0,10 (RAMOS et
al., 2017). Em adicao, a normalidade dos residuos foi avaliada pelo teste de Shapiro-
Wilk. Na otimizacdo das condicbes de extracdo, temperatura e tempo, a funcédo de
desejabilidade foi empregada para maximizar a extracdo de CFT (flavonoides né&o-
antocianicos), atividade antioxidante (atividade quelante do ion Cu?*), e parametros
fisico-quimicos (tonalidade). Foram consideradas 100 iteracdes com objetivo de
extrair a maxima concentracao de CFT, AA e AC (DERRINGER; SUICH, 1980).

3.2.5 Andlise de Componentes Principais para Selecao do Extrato

Para a andlise de componentes principais (ACP) foi considerada a correlagéo
dos doze extratos aquosos de pétalas de C. ternatea com as analises da
composicao fendlica, atividade antioxidante, e parametros fisico-quimicos. A partir
dessa correlacéo foi selecionado o extrato com maior teor de CFT, AA e parametros
de cor. As triplicatas foram transformadas em escore-z (Equacdo 7) para a
padronizacdo dos resultados em variancia unitaria. Na sequéncia, foi elaborada a
matriz de correlacdo dos extratos (n = 36) em linhas, e as variaveis de resposta (n =

15) em colunas, totalizando 540 pontos de dados (GRANATO et al., 2018).

Zij = XU_X)?J 7)

Sj
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onde o Z é o valor padronizado para cada valor de resposta; Xj representa o valor
original para o objeto (i) do atributo medido (j); X; é o valor médio da variavel j; S; é o
desvio padréo para a variavel de resposta.

Os fatores de carga maiores ou iguais a 0.60 foram usados para projetar as
varidveis no plano bidimensional (CP1 x CP2). O extrato selecionado por ACP foi
elaborado seguindo o procedimento descrito no item 2.2, congelado a -80 °C e
liofilizado sob vacuo de 830 umL Hg (Liotop, modelo L202, Brasil) para analises

posteriores.

3.2.6 Purificagao Parcial das Antocianinas

A purificagéo parcial das antocianinas presentes no extrato bruto liofilizado da C.
ternatea foi realizada conforme Zhang et al. (2011) e Pedro et al. (2016). O extrato
liofilizado foi diluido em solucdo tampdo com pH 1 (KCI 0,025 mol/L), e eluido
lentamente em coluna de vidro (1.0 cm x 20.0 cm) contendo a resina
Amberlite®XAD7HP. Ap6s a adsor¢cdo das antocianinas, lavagens com &gua
ultrapura foram efetuadas para a remoc¢ao dos compostos sollveis. As antocianinas
foram eluidas com 100 mL de solugdo aquosa contendo 50% de alcool etilico
acidificada com 340 pL de &cido trifluroacético, TFA (0.04 mol/L), seguida de 150 mL
de alcool etilico 100% acidificado com 340 pL de TFA. As solugbes foram
acondicionadas em local escuro até evaporacao total dos solventes. As antocianinas

purificadas foram armazenadas protegidas da luz em dessecador.
3.2.7 Propriedades Funcionais in vitro

3.2.7.1 Propriedades funcionais in vitro do extrato bruto liofilizado

A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de difusdo em agar na
cavidade da placa conforme Cleeland e Squires (1991). As suspensdes celulares
padronizadas (108 UFC/mL) de Pseudomona aeruginosa (IAL 1853), Salmonella
Enteritidis (S 2887), Salmonella Typhimurium (IAL 2431), Escherichia coli (IAL 2064),
Bacillus cereus (IAL 55), Staphylococcus aureus (ATCC 13565), e Listeria
monocytogenes (ATCC 7644) foram misturadas com agar nutriente; Saccharomyces

cerevisiae (NCYC 1006) com Wort agar, e inoculados na placa de Petri. O EBLPCT
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foi diluido em DMSO, e adicionado 2 mg por cavidade. As placas contendo o B.
cereus, S. aureus, e S. cerevisiae foram incubadas a 30 °C por 24 h, e as placas
com P. aeruginosa, S. Enteritidis, S. Typhimurium, E. coli, e L. monocytogenes a 37
°C por 24 h. O controle positivo constituiu-se de 10 pg/mL de ampicilina, e o controle
negativo de DMSO. Os resultados foram expressos como halo de inibicdo (mm).

A atividade anti-hemolitica do EBLPCT em meio isoténico (NaCl 154 mmol/L) foi
realizada conforme as condi¢des experimentais descritas por Escher et al. (2018). A
amostra de sangue com tipagem sanguinea O* foi obtida do Hospital Universitario da
UEPG — Ponta Grossa, Brasil; apds aprovacido do Comité de Etica em Pesquisa
Humana (CAAE: 94830318.1.0000.0105; ANEXO C). O extrato foi diluido em
solucéo tampao fosfato de sédio (PBS, 5 mmol/L, pH 7,3) com concentracdes de 40,
80 e 120 pg/mL, e os resultados expressos em percentual de hemdlise.

A atividade inibitéria da enzima ECA-I foi determinada conforme as condicfes
experimentais descritas por Escher et al. (2018). O EBLPCT, 6.7 mg/mL, foi
centrifugado e o sobrenandante filtrado (0,45 pm). A quercetina foi usada como
padrdo de referéncia, e o0s resultados expressos em percentual de inibicdo da
atividade da ECA-I. As atividades inibitérias das enzimas a-amilase e a-glicosidase
foram determinadas conforme Johnson et al. (2011). O EBLPCT foi diluido em PBS
com concentracdes de 1 a 20 mg/mL e 50 a 500 pg/mL para a analise da inibicdo da
a-amilase e a-glicosidase, respectivamente. Os resultados foram expressos em
percentual de inibicdo das enzimas.

A inibicdo da peroxidagéo lipidica, induzida pelo Fe?*, em tecido cerebral de
ratos Wistar foi avaliada pela producdo de substancias reativas ao acido 2-
tiobarbitarico conforme as condi¢cdes experimentais descritas por Stocks et al.
(1974), com modificacbes propostas por Fidelis et al. (2018). O EBLPCT foi diluido
em agua ultrapura, até concentracbes de 1000 a 5000 mg/L, e os resultados
expressos em percentual de inibicdo da peroxidacao lipidica. Os tecidos cerebrais
de ratos Wistar foram obtidos no biotério da UEPG ap0s aprovacédo pelo Comité de
Etica em Pesquisa Animal (Processo n° 047/2017; ANEXO D).
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3.2.7.2 Propriedades funcionais in vitro do extrato bruto liofilizado e parcialmente

purificado

A capacidade de absorcédo de radicais de oxigénio (ORAC) do EBLPCT e do
EPPCT foi determinada conforme Ambigaipalan et al. (2015) usando a fluoresceina
como probe e AAPH como indutor da oxidagao, e os resultados foram expressos em
mg de (+)-catequina equivalente por 100 g de amostra (mg CE/100 g).

A atividade inibitéria da cisdo do DNA frente ao radical peroxila foi determinada
de acordo com Ambigaipalan e Shahidi (2015). O DNA plasmidial superenrolado
pBR322 (50 pg/mL) e o padrdo de (+)-catequina (10 pg/mL) foram diluidos em PBS
(10 mmol/L; pH 7,4), e os extratos (100 ug/mL) foram diluidos em agua destilada.
Em um tubo 2 pL do extrato foram adicionados juntamente com 2 yL de PBS, 2 pL
de DNA, e 4 pyL de AAPH (11,25 mmol/L). Os controles foram elaborados com DNA
e radical peroxila (controle negativo), (+)-catequina (controle positivo), e DNA
(branco). Apos 1 h de incubacédo no escuro a 37 °C, 1 uL do corante de carga
(0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xileno cianol e 50% de glicerol) foram
adicionados a mistura de reacdo. Uma aliquota de 10 uL da mistura foi aplicada em
gel de agarose 0,7% preparado com tampao TAE (40 mmol/L Tris; 1 mmol/L EDTA,
pH 8,5). A eletroforese foi realizada a 80 V por 90 min usando uma cuba de
eletroforese mini gel horizontal (Modelo B1A, Owl Separation Systems Inc., EUA). As
bandas de DNA foram visualizadas sob transiluminacdo de luz UV usando o sistema
de documentacdo em gel Alpha-Imager (Cell Biosciences, EUA). A intensidade (%
area) das bandas foi quantificada com o software Chemi-Imager 4400 (Cell
Biosciences, EUA). Os resultados foram expressos em porcentagem de retencdo da

fita de DNA superenrolado de acordo com a Equacéao 8:

DNA hidrolisado
DNA controle ) (8)

onde, DNA hidrolisado é a area de DNA superenrolado com radical oxidativo e

% Retencdo de DNA = (

proteina hidrolisada; DNA controle € a area de DNA superenrolado no controle.

A citotoxicidade in vitro em relacéo as linhagens celulares A549 (células epiteliais
de adeocarcinoma de pulméo), HCT8 (células epiteliais de carcinoma de colon), e
IMR90 (células de fibroblasto humano de pulmao ndo tumoral) foi determinada
conforme as condi¢cdes experimentais descritas por Escher et al. (2018). Em

microplaca de 96 pocos foram transferidos 100 pL/poco das células A549 e HCT8 (1
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x 10% células/poco) e IMR90 (2 x 103 células/poco). As células foram tratadas com
100 pL dos extratos com concentracdes de 100 a 900 pg/mL. Os parametros de
viabilidade celular (ICso, IGso e LCso) foram calculados de acordo com Ramirez-
Mares et al. (2016). Os experimentos foram conduzidos em quadruplicata e as
analises de dose-resposta foram determinadas por regressao nao-linear utilizando o
software GraphPad Prism® (Software GraphPad, USA).

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) intracelular foi analisada
usando a técnica de fluorescéncia conforme descrito por Escher et al. (2018). As
células (6 x 10%poco; IMR90: 2 x 10%poco) foram expostas a trés efetivas
concentracfes de extratos, 10, 50 e 100 ug/mL, meio de cultura (controle negativo)
ou 15 pymol/L de H202 (controle positivo), por 1 h em solucdo de diacetato de
diclorofluoresceina (DCFH-DA; 25 mmol/L), a 37 °C. Posteriormente, as células
foram lavadas com PBS e adicionadas de solugdo de H202 (15 pmol/L). A
intensidade de fluorescéncia intracelular das células foi medida em um comprimento
de onda de excitacdo de 485 nm e com um comprimento de onda de emissédo de
538 nm, e os resultados foram expressos como porcentagem da intensidade de
fluorescéncia.

A atividade inibitéria da oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
induzida por cobre foi determinada conforme Ambigaipalan e Shahidi (2015). LDL
humano foi dialisado em PBS (10 mmol/L; pH 7,4) usando um tubo de dialise com
um limite de peso molecular de 12-14 kDa (Fisher Scientific, Canada). A dialise foi
realizada a 4 ° C sob uma manta de nitrogénio no escuro por 10 h. LDL diluido (0,4
mL; 0,04 mg/mL) foi misturado com o extrato (50 yL; 2,5 pg/mL). A catequina foi
usada como controle positivo (2,5 pg/mL). As amostras e o sulfato cuprico (CuSOa)
foram incubados a 37 °C por 10 min. Apos, foi adicionado 50 uL do CuSO4 (50 uM)
nas amostras e incubadas a 37 °C por 10 h. O controle negativo foi elaborado com
LDL, CuSO4 e PBS, e o controle nativo com LDL e PBS. A formagao de dienos
conjugados foi registrada em 234 nm usando um espectrofotbmetro de matriz de
diodos (Agilent, Palo Alto, EUA). Os brancos foram executados para cada amostra,
substituindo LDL e CuSO4 por PBS para correcdo de fundo. Os resultados foram
expressos em porcentagem de inibicdo da formacdo de dienos conjugados de

acordo com a Equacéao 9:

% inhibition CD = [(A”Sm”"le ‘A”S“m"“m)] X 100 9

AbScontrole — AbSnativo



117

AbS ontrote = (A:) - A;)

AbSamostra = (Ao — Ar)
onde, Abscontrole € @ absorbancia do controle negativo; Absamostra € @ absorbancia de
LDL, CuSOs e extrato/catequina; e Absnaivo € a absorbancia do controle nativo. Ao e
At sdo as absorbéancias no tempo zero e apés a incubacdo, respectivamente;
enquanto A% e A° sdo os valores das absorbancias corrigidas para o controle no

tempo zero e no tempo t apds a incubacéo, respectivamente.

3.2.8 Analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em triplicata, e os resultados expressos
como média e desvio padrdo. O teste de Brown-Forsythe foi aplicado para analisar a
homocedasticidade. As diferengas entre os tratamentos foram verificadas pela
analise de variancia one-way (ANOVA), seguida do teste de Fisher de diferenca
minima significativa, considerando p<0,05. Os testes t-Student ndo pareado e
pareado (p<0,05) foram aplicados para comparar os resultados obtidos nas analises
da atividade inibitoria da ECA-1 e ORAC, respectivamente. As correlacdes lineares
entre os resultados (n=36) foram avaliadas pelo coeficiente de correlacédo de
Pearson considerando p<0,05. O software TIBCO Statistica v. 13.3 (TIBCO

Statistica™ Ltd, USA) foi usado nas analises.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Composigdo Fendlica, Atividade Antioxidante e Parametros Fisico-Quimicos

dos Extratos Aquosos

A composicao fendlica total dos extratos aquosos de pétalas de C. ternatea
estd representada na Tabela 3.1. Os teores de CFT variaram de 594 a 692 mg
AGE/100 g (p=<0,05). A extracdo maxima de CFT foi alcangada com a temperatura
de 40 °C e tempo de 30 min, mas diferencas significativas ndo foram observadas em
relacdo ao extrato obtido a 20 °C/15 min. As temperaturas e os tempos de 20 °C/45
min, 60 °C/15 min, 60 °C/45 min, e 11,7 °C/30 min ndo apresentaram diferencas
significativas, ou seja, teores similares de CFT foram extraidos com temperaturas

baixas (11,7 °C) e altas (60 °C) por 15, 30 ou 45 min. Do ponto de vista tecnolégico,
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esses resultados sugerem que é possivel elaborar um produto alimenticio com as
pétalas da C. ternatea com os mesmos teores de CFT utilizando temperaturas entre
11,7 a 60 °C.

Na literatura, outros estudos demonstraram teores de compostos fendlicos
superiores estando relacionados com o uso de flores integrais de C. ternatea,
metodologias de extracdo e quantificacdo. Mehmood et al. (2019) determinaram
7200 mg AGE/100 g de CFT no extrato aquoso obtido a 50 °C/150 min e liofilizado
de flores secas de C. ternatea. Azima et al. (2017) quantificaram 7690 mg AGE/100
g de CFT no extrato aquoso obtido a 100 °C/10 min e liofilizado de flores frescas de
C. ternatea.

Os teores de FT variaram de 546 a 621 mg QE/100 g (p<0,05). Na extracao
com a temperatura de 60 °C/45 min obteve-se o maior teor de FT, Tabela 3.1. Azima
et al. (2017) determinaram, no extrato aquoso obtido a 100 °C/10 min e liofilizado de
flores frescas de C. ternatea, o valor de 1619 mg QE/100 g de FT.

Os teores de AT variaram de 353 a 393 mg CGE/100 g (p<0,05). A extracao
maxima de AT foi alcancada com a temperatura de 40 °C/30 min, mas diferencas
significativas ndo foram observadas em relagdo ao extrato obtido a 60 °C/45 min. O
mesmo teor de antocianinas, 374 mg CGE/100 g, foi extraido com a menor (11,7 °C)
e maior (68,3 °C) temperatura do DCCR, Tabela 3.1. Chong e Gwee (2015)
observaram, em extrato etanolico acidificado com HCI, o valor de 32,5 mg/100 g, e
em extrato aquoso o valor de 112,6 mg delfidina-3-glucosideo/100 g em pétalas
frescas de C. ternatea. Enquanto Azima et al. (2017) determinaram, no extrato
aquoso liofilizado de flores frescas de C. ternatea, teores de 693 mg CGE/100 g de
AT.

O teor de compostos fendlicos nao-flavonoides (FNF) variou de 25 a 100
mg/100 g (p<0,05). O teor méximo de FNF foi a 40 °C/30 min, ensaio 10, n&o
apresentou diferencga significativa do extrato obtido a 20 °C/15 min. Também n&o
foram observadas diferencas significativas entre o0s extratos obtidos com as
temperaturas e os tempos de 20 °C/45 min, 60 °C/15 min, 60 °C/45 min, 40 °C/8,78
min, 40 °C/51,21 min, e 40 °C/30 min. Os teores de flavonoides n&o-antocianicos
(FNA) variaram de 180 a 225 mg/100 g (p<0,05). As maiores temperaturas
influenciaram na extracao destes compostos, o maior teor de FNA ocorreu acima de

60 °C, o tempo ndo influenciou significativamente, Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 — Composicédo fendlica dos extratos aquosos de pétalas de Clitoria ternatea de acordo com experimental design
(valores codificados e reais).

Compostos ) o Fendlicos Flavonoides
E ) Temperatura Tempo Fendli Total Flavonoides Antocianinas 2o id . tociani
nsaio endlicos Totais néo-flavonoides ndo-antocianicos
(°C) (min) (mg QE/100 g) (mg CGE/100 g)
(mg AGE/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)
1 -1 (20) -1 (15) 677 + 7% 580 + 1f 382 + 14 97 + 72 199 + 19
2 -1 (20) 1 (45) 646 + 6% 594 + 1°¢ 386 + 1° 52 +6° 208 + 1d
3 1 (60) -1 (15) 652 + 22¢ 600 + 1P 379 £ 1° 52 + 22b¢ 222 +1°
4 1 (60) 1 (45) 665 + 8¢ 621 +1° 395+ 12 45 + 8 225 +12
5 -1,41 (11,7) 0 (30) 649 + 11 576 + 1" 374 £ 19 72 +11° 202 £ 0°
6 1,41 (68,3) 0 (30) 620 + 18°¢f 594 + 1°¢ 374 £ 19 25+ 174 221 +1°
7 0 (40) -1,41 (8,78) 594 + 169 549 + 1) 369 + 1" 46 + 16% 180 = 0'
8 0 (40) 1,41 (51,21) 630 + 139 589 + 1° 389 + 1P 41 + 13¢d 200 + 1°
9 0 (40) 0 (30) 596 + 8¢ 546 + 1! 353 + 1! 50 + 8¢ 193 + 1
10 0 (40) 0 (30) 692 + 142 591 + 1¢ 396 + 12 100 + 14* 195 + 1
11 0 (40) 0 (30) 620 + 7¢ 578 £ 19 381 +1° 42 + 7 197 + Oh
12 0 (40) 0 (30) 599 + 8f¢ 562 + 1 367 + 1 37 + 8 194 + O
p-Valor! 0,919 0,986 0,852 0,928 0,985
p-Valor? <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Nota: 'Valores de probabilidade obtidos para a avaliagdo da homocedasticidade. ?Valores de probabilidade obtidos por one-way ANOVA. Letras diferentes na
mesma coluna representam resultados estatisticamente significativos (p<0,05).
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Os compostos fendlicos individuais quantificados por HPLC-DAD-UV nos
extratos aquosos de pétalas de C. ternatea estdo demonstrados na Tabela 3.2. Os
acidos fendlicos quantificados foram o acido galico (1,3 a 21,8 mg/100 g), siringico
(9,3 a 11,1 mg/100 g), 2-hidroxicinamico (1,1 a 2,0 mg/100 g), protocatecuico (23,1 a
39,3 mg/100 g), 2,4 dihidroxibenzéico (74,2 a 77,5 mg/100 g), p-cumarico (8,3 a 20,3
mg/100 g), cafeico (21,4 a 23,3 mg/100 g), ferdlico (7,1 a 8,5 mg/100 g), além do
acido elagico (40,0 a 70,8 mg/100 g). Os flavonoides quantificados foram a
guercetina-3-rutinosideo (29,0 a 36,8 mg/100 g), procianidina A2 (33,1 a 73,8
mg/100 g), (-)-epicatequina (0,9 a 2,6 mg/100 g), e delfinidina-3-glicosideo (31,8 a
40,5 mg/100 Q).

A maior concentracdo de &cidos fendlicos, 201,3 mg/100 g, foi verificada no
extrato obtido com a temperatura de 68,3 °C e tempo de 30 min. Diferencas
significativas ndo foram observadas no teor do acido siringico no extrato obtido a 60
°C/45 min, assim como nos teores dos acidos 2-hidroxicindmico extraidos a 11,7 e
40 °C por 30 min; protocatecuico a 40 °C/30 min; p-cumarico a 40 °C/30 min; cafeico
a 20 e 60 °C por 45 min; e elagico a 40 °C/30 min, 60 °C por 15 e 45 min, Tabela
3.2. Azima et al. (2017) identificaram os acidos gélico (67 mg/100 g), protocatecuico
(72 mg/100 g), e o clorogénico (54 mg/100 g) no extrato aquoso liofilizado de flores
frescas de C. ternatea. Kaisoon et al. (2011) identificaram os éacidos galico (3,3
mg/100 g), protocatecuico (0,2 mg/100 g), p-cumarico (1,2 mg/100 g), cafeico (1,0
mg/100 g), e o ferdlico (3,5 mg/100 g) no extrato metandlico das flores de C.
ternatea contendo &cido cloridrico e terc-butil-hidroquinona.

Os flavonoides procianidina A2 e (-)-epicatequina foram quantificados nos doze
extratos aquosos, em contrapartida a quercetina-3-rutinosideo foi quantificada
somente nos extratos obtidos acima de 60 °C. Temperaturas préximas a 100 °C por
longo tempo aumentam a transferéncia de massa da amostra para o solvente de
extragdo, mas podem ocasionar a degradagao da maioria dos flavonoides por serem

compostos termo sensiveis (CHUA, 2013).
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Tabela 3.2 - Composicéo fendlica individual dos extratos aquosos de pétalas de Clitoria ternatea analisados por HPLC-DAD-UV.
(continua)

Compostos identificados Extratos
20 °C/15 min 20 °C/45 min 60 °C/15 min 60 °C/45 min 11,7 °C/30 min 68,3 °C/30 min 40 °C/8,78 min

Acidos fendlicos
Acido gélico 4,6 £ 0,6° ND 12,1 +1,5° 4,1 +£0,7° ND 21,8 £0,62 ND
Acido siringico 9,5 + 0,20 10,1 + 0,3 10,1 +0,4° 10,7 £0,32 9,4+0,1¢ 11,1+ 0,22 9,3+0,2f
Acido 2-hidroxicinamico 1,4 +0,1° 1,5+0,2° 1,1+0,2¢ 1,2 +0,2% 1,9+0,12 1,9+0,12 1,4 + 0,2
Acido protocatecuico 23,1+£0,3¢ 34,5+ 0,2 33,4 +1,7bcd 35,5+ 2,0 35,9+0,9° 39,2+1,02 30,5+1,2¢
Acido 2,4-dihidroxibenzéico 77,0+ 0,1® 77,2 +£0,4%® 74,2 +£0,29 77,0 £0,2% 76,6 +0,2% 76,2 +0,1° 76,6 +0,1¢
Acido p-cumarico 13,4 +0,7% 15,7 + 1,4% 10,6 + 0,7 8,3+1,09 17,0 + 0,8 20,3+£0,62 12,7 +0,9%
Acido cafeico 21,4 +0,19 23,1 +0,3%® 22,1 +0,4f 22,9 +0,3%° 22,8 +0,1bcd 23,3+£0,22 22,4 + 0,29
Acido ferdlico ND 7,7 0,1 7,1+0,19 7,8 £0,2% 8,0 +0,1%c 7,4 0,1 7,6 +0,1Pcd
Total de acidos fendlicos (mg/100 g) 150,4 169,7 170,7 167,6 171,7 201,3 160,4
Flavonoides
Quercetina-3-rutinosideo ND ND 36,8 + 6,02 29,0 +3,5° ND 33,6+1,72 ND
Procianidina A2 63,2 + 6,52 66,1 + 10,0%° 67,4 * 4,4%¢ 64,5 + 6,23° 56,2 + 2,3% 71,4 +2,0%® 42,0 + 6,6
(-)-Epicatequina 1,6 +0,1°% 1,9+0,2° 2,3+0,2° 2,2+0,3° 0,9+0,19 260,12 0,9+0,19
Total de flavonoides (mg/100 @) 64,8 68,0 106,5 95,7 57,0 107,7 42,9
Antocianinas
Delfinidina 3-glicosideo 40,5+1,32 32,9+0,1% 33,1+ 1,4% 32,2+0,3% 31,8 +£0,9¢ 35,4 +1,5° 32,7 £0,4%
Total de antocianinas (mg/100 g) 40,5 32,9 33,1 32,2 31,8 35,4 32,7
Outros
Acido elagico 58,8 + 3,5d 60,4 + 4,9bcd 70,8 £ 8,82 67,3 £ 7,4%® 53,5 + 2,0%f 65,9 + 1,42 44,9 + 3,91
Total de outros (mg/100 g) 58,8 60,4 70,8 67,3 53,5 65,9 44,9
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Tabela 3.2 - Composicéo fendlica individual dos extratos aquosos de pétalas de Clitoria ternatea analisados por HPLC-DAD-UV.

(concluséo)

Extratos

Compostos identificados 40 °C/51,21 min 40 °C/30 min 40 °C/30 min 40 °C/30 min 40 °C/30 min p-Valor?
Acidos fendlicos
Acido gélico 2,1+0,5¢ 1,3+0,3¢ ND ND ND p<0,001
Acido siringico 9,9 + 0,4bcd 9,7 + 0,3bcdef 9,8 + 0,3Pcde 9,6 + 0,3cdef 9,9 + 0,2 p<0,001
Acido 2-hidroxicinamico 1,1 +0,2% 1,1+0,2¢ 1,2 +0,2bcd 1,3 +0,2bcd 2,0+0,22 p<0,001
Acido protocatecuico 34,1 +2,2% 32,6 +2,2¢% 35,6 + 4,1 34,8 + 2,0 39,3+1,32 p<0,001
Acido 2,4 dihidroxibenzoéico 77,5+0,22 77,2 +0,2% 77,2+0,1® 76,7 0,1 75,7 +0,1f p<0,001
Acido p-cumarico 13,6 + 2,0% 13,2 +2,0° 14,9 + 2,7¢cde 14,0 + 1,6% 18,2 +1,1% p<0,001
Acido cafeico 22,5 + 0,400 22,5 + 0,300f 22,3+0,2¢ 22,3 +0,2¢ 22,5+ 0,1¢% p<0,001
Acido ferdlico 7,5+0,1% 7,5+0,2¢d 85+1,12 7,8 £0,1°¢ 8,2+0,3%® p<0,001
Total de &cidos fendlicos (mg/100 g) 168,4 165,1 169,6 166,5 175,9
Flavonoides
Quercetina-3-rutinosideo ND ND ND ND ND p<0,001
Procianidina A2 42,7 + 6,8°f 52,5 + 7,9% 33,1+ 3,6 73,8 7,52 60,3 + 10,20cd p<0,001
(-)-Epicatequina 1,4 +0,1%f 1,6 +0,3% 1,1+0,19 1,7 £0,1% 1,3+0,2¢ p<0,001
Total de flavonoides (mg/100 g) 441 54,1 34,2 75,4 61,6
Antocianinas
Delfinidina 3-glicosideo 33,9 +1,2« 32,1 +0,4% 37,4+2.3° 38,3+0,1° 32,2 +1,2% p<0,001
Total de antocianinas (mg/100 @) 33,9 32,1 37,4 38,3 32,2
Outros
Acido elagico 47,2 + 4,2¢19 54,5 + 4,8% 40,0 £ 1,3¢ 64,7 + 4,9%¢ 56,7 + 6,7 p<0,001
Total de outros (mg/100 g) 47,2 54,5 40,0 64,7 56,7

Nota: ND = ndo detectado. 'Valores de probabilidade obtidos por one-way

estatisticamente significativos (p<0,05).

ANOVA. Letras diferentes na mesma linha representam resultados
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O maior teor de flavonoides, 107,7 mg/100 g, ocorreu a 68,3 °C/30 min, e
diferencas significativas ndo foram observadas nos teores da quercetina-3-
rutinosideo (60 °C/15 min) e procianidina A2 (20 °C/15 e 45 min; 40 °C/30 min; 60
°C/15 e 45 min). A delfinidina-3-glicosideo foi quantificada com maior teor, 40,5
mg/100 g, no extrato obtido a 20 °C/15 min, Tabela 3.2. Destaca-se que Azima et al.
(2017) quantificaram os compostos, no extrato aquoso liofilizado de flores frescas de
C. ternatea, quercetina-3-rutinosideo (296 mg/100 g), (-)-epicatequina (321 mg/100
g), miricetina (100 mg/100 g), quercetina (1 mg/100 g), kaempferol (18 mg/100 g), e
a delfinidina (74 mg/100 g). Enquanto, Kaisoon et al. (2011) quantificaram os
compostos, no extrato metandlico das flores de C. ternatea em HCI e terc-butil-
hidroquinona, quercetina-3-rutinosideo (3,8 mg/100 g), miricetina (0,5 mg/100 g),
guercetina (6,9 mg/100 g), e o kaempferol (0,4 mg/100 g).

A Tabela 3.3 apresenta a atividade antioxidante dos extratos aquosos de pétalas
de C. ternatea. Os extratos apresentaram 55 a 65% de inibicdo do radical DPPH
(p<0,05). Somente os extratos acima de 40 °C influenciaram significativamente, os
extratos a 60 °C/15 e 45 min apresentaram maior atividade antioxidante, 65%
inibicdo, e alto teor de flavonoides e antocianinas, 621 mg QE/100 g e 395 mg
CGE/100 g, respectivamente. O extrato metandlico das flores de C. ternatea
contendo &cido cloridrico e terc-butil-hidroquinona inibiu 32,7% do radical DPPH
(Kaisoon et al., 2011).

A temperatura e o tempo influenciaram os valores da atividade antioxidante por
FRAP e CRFC, variaram de 1243 a 1574 mg AAE/100 g e de 1382 a 1837 AGE/100
g (p=<0,05), respectivamente (Tabela 3.3). Os maiores valores de FRAP e de CRFC
ocorreram a 20 °C por 45 min. Na analise por FRAP diferencas significativas nao
foram observadas entre a temperatura de 11,7 °C e as temperaturas de 40, 60 e
68,3 °C — ensaios 3, 4, 5, 6, 8, 10, 11, e 12. Enquanto para o ensaio de CRFC, os
extratos obtidos a 20 °C/45 min e 40 °C/30 min n&do apresentaram diferencas
significativas. Os extratos apresentaram entre 66 a 81% de formacdo do complexo
Cu?*- violeta de pirocatecol (p<0,05), indicando uma baixa capacidade de ligacdo do
fon Cu?* com os compostos orto-difendlicos presentes nos extratos. A maior

atividade quelante do ion Cu?* ocorreu no extrato a 60 °C/15 min, Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 - Atividade antioxidante, redutora e quelante de cobre dos extratos aquosos de pétalas de Clitoria ternatea de acordo
com experimental design (valores codificados e reais).

Capacidade redutora do Atividade quelante de cobre
Ensaio Temperatura Ten-1p0 DPPH! FRAP reagente Folin-Ciocalteau (% formagdo do complexo
) (min) (%inibigao) (mg AAE/L00 9) (mg AGE/100 g) Cu?'- violeta de pirocatecol)
1 -1 (20) -1 (15) 56 £ Q¢ 1243 + 69° 1652 + 157 77 + 1%
2 -1 (20) 1 (45) 56 + 1° 1574 + 152 1837 + 802 81 + 02
3 1 (60) -1 (15) 65 + 12 1447 + 11° 1548 + g1cdef 66 + 29
4 1 (60) 1 (45) 65 + 02 1362 + 55° 1611 + 32¢¢ 69 + 2f
5 -1,41 (11,7) 0 (30) 60 + 1° 1357 + 104° 1454 + 297 75 + 19
6 1,41 (68,3) 0 (30) 64 £ 0?2 1387 + 66° 1462 + 60°9 70 £ 0
7 0 (40) -1,41 (8,78) 60 + 1° 1251 + 81° 1382 + 749 71 +0f
8 0 (40) 1,41 (51,21) 61 + 0° 1437 + 23° 1587 + 83¢de 74 + 0°
9 0 (40) 0 (30) 55 £ 1°¢ 1250 + 75° 1539 + 27¢def 81 + 2%
10 0 (40) 0 (30) 63 + 2% 1440 + 48P 1504 + 1699 79 + 0%
11 0 (40) 0 (30) 61 + 1P 1406 + 62° 1473 + 66°9 78 + 20c
12 0 (40) 0 (30) 61 + 5° 1398 + 55 1772 + 112 77 + 2%
p-Valor! 0,194 0,866 0,824 0,429
p-Valor? <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Nota: *Valores de probabilidade obtidos para a avaliagido da homocedasticidade. ?Valores de probabilidade obtidos por one-way ANOVA. Letras diferentes na

mesma coluna representam resultados estatisticamente significativos (p<0,05).
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Neste estudo, os extratos aquosos de pétalas de C. ternatea apresentaram
correlacdo significativa (p<0,05) da atividade antioxidante com flavonoides (rrrap =
0,4869; rorpn = 0,5268), antocianinas (rerap = 0,4608), e com os flavonoides néo-
antocianicos (raoc = -0,5264; roppn = 0,4895). Entre os compostos individuais, 0s
acidos siringico e gélico apresentaram correlagdo significativa (p<0,05) com a
atividade quelante do ion Cu?*, r = -0,3503 e r = -0,5643, e com a inibicdo do radical
DPPH, r = 0,4610 e r = 0,5988, respectivamente; o acido protocatecuico com FRAP
(r =0,3677) e DPPH (r = 0,4132). As diferentes estruturas quimicas dos compostos
fendlicos permitem a estabilizagdo dos radicais livres por meio da doag¢do de atomos
de hidrogénio e elétrons, e o poder quelante de ions de metais devido ao arranjo de
grupos hidroxila/metoxila e do grupo carbonila (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

A Tabela 3.4 apresenta os parametros fisico-quimicos dos extratos aquosos de
pétalas de C. ternatea. Os indices de cor dos extratos foram influenciados pelas
diferentes temperaturas e tempos de extrac&do, no qual a intensidade de cor variou
de 0,982 a 1,088 u. a., e a tonalidade variou de 0,446 a 0,600 u. a. (p<0,05). A
intensidade de cor maxima foi observada no extrato a 20 °C/45 min. A tonalidade
maxima foi verificada no extrato obtido a 40 °C/30 min, podendo estar relacionada
com o menor teor de antocianinas, 353 mg CGE/100 g.

A cor azul intensa dos extratos aguosos de pétalas de flores C. ternatea é
devido a presenca das antocianinas. A analise de correlagdo da intensidade de cor
demonstrou uma correlacdo significativa (p<0,05) com os compostos fendlicos totais
(r = 0,5113), antocianinas totais (r = 0,5856), e com os fendlicos nao-flavonoides (r =
0,4279). A tonalidade apresentou uma correlacdo significativa (p<0,05) com os
flavonoides (r = -0,5135) e flavonoides nao-antocianicos (r = -0,5606). Segundo
Glories (1984) a intensidade de cor € a soma das densidades épticas, medidas nos
comprimentos de onda de 420, 520 e 620 nm, que correspondem as cores amarela,
vermelha e violeta-azul (antocianinas), respectivamente. A diminuicdo do valor da
tonalidade (As2onm/As2onm) oOcorre devido a maiores teores de antocianinas
(GLORIES, 1984).
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Tabela 3.4 - Parametros fisico-quimicos dos extratos aquosos de pétalas de Clitoria ternatea de acordo com experimental design
(valores codificados e reais)

) _ Pigmento Pigmento Pigmento
) Temperatura Tempo Intensidade Tonalidade
Ensaio _ amarelo vermelho azul pH
(°C) (min) de cor (u. a.) (u.a.)
(%, A=420nm) (%, A=520 nm) (%, A=620 nm)
1 -1 (20) -1 (15) 1,075 £0,001° 0,596 +0,001¢ 16,739 +0,009° 28,084 + 0,015 55,177 + 0,024/ 5,04 + 0,06¢
2 -1 (20) 1 (45) 1,088 +0,0032 0,597 + 0,00 17,346 £ 0,062 29,053 +0,019* 53,601 + 0,063™ 4,70 + 0,03
3 1 (60) -1 (15) 1,006 + 0,001" 0,450 + 0,002 12,554 +0,050' 27,923 +0,016" 59,523 +0,034°> 5,07 +0,01%
4 1 (60) 1 (45) 1,050 + 0,001 0,498 + 0,001 14,004 +0,008" 28,136 +0,049¢ 57,860 + 0,048 5,14 +0,01%
5 -1,41 (11,.7) 0 (30) 1,080 +0,001° 0,599 +0,001* 16,950 + 0,018° 28,280 * 0,023¢ 54,770 + 0,005 5,11 + 0,03¢f
6 1,41 (68,3) 0 (30) 0,983 + 0,001 0,446 + 0,002' 12,343 +0,048 27,670 + 0,028 59,986 +0,031* 5,17 +0,02%
7 0 (40) -1,41 (8,78) 1,008 +0,002" 0,537 +0,002" 14,347 +£0,0439 26,711 + 0,023 58,942 + 0,040°¢ 5,30 £ 0,022
8 0 (40) 1,41 (51,21) 1,051+0,001F 0,527 +0,0029 14,811 +0,043° 28,100 +0,034%" 57,089 + 0,054° 5,19 +0,02°
9 0 (40) 0 (30) 0,982 +0,002' 0,600 +0,002% 16,768 + 0,034° 27,936 + 0,030" 55,295 + 0,011’ 5,11 + 0,02¢
10 0 (40) 0 (30) 1,054 £0,001® 0,509 +0,001" 14,606 + 0,016 28,707 + 0,023° 56,687 + 0,007" 4,80 +0,01"
11 0 (40) 0 (30) 1,065 +0,002¢ 0,557 +0,002¢ 15,613 +0,034° 28,035+0,0369 56,352 +0,0359 5,16 + 0,02
12 0 (40) 0 (30) 1,039 +0,0019 0,542 +0,002¢ 15,651 +0,038° 28,865+ 0,032° 55,484 + 0,006" 5,24 +0,02°
p-Valor! 0,777 0,981 0,947 0,990 0,802 0,477
p-Valor? <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Nota: 'Valores de probabilidade obtidos para a avaliagdo da homocedasticidade. ?Valores de probabilidade obtidos por one-way ANOVA. Letras diferentes na
mesma coluna representam resultados estatisticamente significativos (p<0,05).
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Os pigmentos amarelo, vermelho e azul dos extratos foram influenciados pelas
condicbes de extracdo, variando de 12,34 a 17,35%, 26,71 a 29,05%, 53,60 a
59,99% (p<0,05), respectivamente. Maior porcentagem do pigmento amarelo
(17,35%) e do vermelho (29,05%) foi verificada na extragcdo a 20 °C/45 min,
enguanto o pigmento azul (59,99%) foi na extracdo a 68,3 °C/30 min, Tabela 3.4. O
pigmento amarelo apresentou uma correlacao significativa (p<0,05) com flavonoides
(r = -0,4128), fendlicos nao-flavonoides (r = 0,3360), e flavonoides ndo-antocianicos
(r = -0,4783). O pigmento vermelho correlacionou-se com os compostos fendélicos
totais (r = 0,3813) e as antocianinas totais (r = 0,3370). Enquanto o pigmento azul
correlacionou-se com os fenolicos nao-flavonoides (r = - 0,3509).

Os valores de pH dos extratos variaram de 4,70 a 5,30 (p<0,05). O maior valor
de pH foi verificado no extrato a 40 °C/8,78 min. Diferengas significativas ndo foram
observadas entre os extratos obtidos a 68,3 °C/30 min, 40 °C/51,21 min e 40 °C/30

min, Tabela 3.4.

3.3.2 Modelagem dos Dados por MSR e ACP

A MSR foi aplicada para avaliar os efeitos da temperatura e tempo na extracéo
de compostos fendlicos, atividade antioxidante in vitro, e parametros fisico-quimicos,
e os resultados foram modelados estatisticamente, Tabela 3.5. Somente os modelos
de regressdo multipla propostos para flavonoides ndo-antocianicos, atividade
guelante do ion Cu?*, tonalidade, pigmento amarelo e azul foram significativos
(p<0,001), e explicaram acima de 77% (R?adj>0,77), a variabilidade dos dados e os
residuos seguiram a distribuicdo normal.

As curvas de contorno demonstram os efeitos da temperatura e do tempo nas
varidveis de resposta (p<0,10), Figura 3.2A-E. O teor de flavonoides n&o-
antocianicos apresentou efeito positivo do tempo linear e da maior temperatura
quadratica, Figura 3.2A. A formacdo do complexo Cu?*- violeta de pirocatecol
mostrou uma influéncia positiva da temperatura e do tempo linear, Figura 3.2B.
Menores temperaturas e tempos intermediarios de extragdo apresentaram um efeito
positivo na tonalidade e porcentagem do pigmento amarelo, Figura 3.2C-D. O
pigmento azul apresentou um efeito positivo da maior temperatura e tempo

intermediario, Figura 3.2E.
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Figura 3.2 - Efeito da temperatura e tempo na extracdo de flavonoides nao-
antocianicos (A), atividade quelante do fon Cu?* (B), tonalidade (C), pigmento
amarelo (D), e pigmento azul (E) em extratos aquosos das pétalas de Clitoria
ternatea.
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Tabela 3.5 - Coeficientes de regressdo obtidos por metodologia de superficie de
resposta para modelar os efeitos da temperatura e tempo na extracdo de compostos
fendlicos, atividade antioxidante in vitro, parametros fisico-quimicos dos extratos
aguosos de pétalas de Clitoria ternatea.

(continua)
14 i ici - 0, 0
de\:)atlarrll?:iveer:tses Propriedades é: (—‘? 2522;23 pgcgrr%o tvalor  p-Valor ., n?ioaﬁ(;a Co+n?iggoga
Compostos Constante 690 24 28 <0.001 648 732
fendlicos (A) Temperatura (L) -2,80 1.30 -2,16 0,040 -5,01 - 0,59
totais Temperatura (Q) 0,031 0,016 1,984 0,058 0,004 0,058
R? 0,10
R? ajustado 0,05
Vg (ormagade o
Flavonoides Constante 593 10 59 <0,001 576 611
totais (A)Temperatura (L) -2,16 0,52 -4,14 <0,001 - 3,05 - 1,27
Temperatura (Q) 0,03 0,01 5,13 <0,001 0,02 0,04
Tempo (Q) 0,013 0,003 5,215 <0,001 0,009 0,017
R? 0,56
R? ajustado 0,52
p-Valor (normalidade 0,93
dos residuos)
Antocianinas Constante 371 3 121 <0,001 366 376
totais Tempo (Q) 0,008 0,002 3,165 0,004 0,003 0,012
R? 0,22
R? ajustado 0,20
p-Valor (no[malidade 0.93
dos residuos)
Fendlicos Constante 93,64 10 9 <0,001 76 111
favonoiqes () Temperatura (L) 0,74 0,21 -357  <0,001 -1,10 - 0,39
Tempo (Q) - 0,009 0,005 -1,881 0,071 - 0,016 - 0,001
R? 0,32
R? ajustado 0,27
p-Valor (normalidade 0,94
dos residuos)
Flavonoides Constante 210 2 108 <0,001 206 213
amor(‘:?;r;icos (A) Temperatura (L) -1,72 0,06 -28,19  <0,001 - 1,82 - 1,61
Temperatura (Q) 0,03 0,00 45,00 <0,001 0,03 0,03
(B) Tempo (L) 0,42 0,08 5,26 <0,001 0,29 0,56
Tempo (Q) 0,00191 0,00112 1,70801 0,099 0,00001 0,00381
AB - 0,005 0,001 -4,504 <0,001 - 0,007 - 0,003
R? 0,80
R? ajustado 0,77
p-Valor (normalidade 0.96

dos residuos)
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Tabela 3.5 - Coeficientes de regressdo obtidos por metodologia de superficie de
resposta para modelar os efeitos da temperatura e tempo na extracdo de compostos
fendlicos, atividade antioxidante in vitro, parametros fisico-quimicos dos extratos
aguosos de pétalas de Clitoria ternatea.

(continuacao)

Variaveis Coeficientes Erro t-Valor Valor - 90% +90%
dependentes Propriedades de regressdao padrdo P Confiangca Confianca
Poder
antioxidante Constante 827 98 8 <0,001 659 994
de reducéo (A) Temperatura (L) 10,64 2,31 4,60 <0,001 6,71 14,58
do ferro - (B) Tempo (L) 18,14 3,08 5,89 <0,001 12,89 23,39
FRAP AB -0,35 0,07 -4,78 <0,001 -0,47 -0,22
R? 0,57
R? ajustado 0,53
p-Valor (normahdade 0.94
dos residuos)
Atividade Constante 57 1 77 <0,001 56 58
sequestradora Temperatura (Q) 0,0018 0,0003 5,7115 <0,001 0,0013 0,0024
de radicais R? 0,47
livres - DPPH* R? ajustado 0,46
p-Valor (normahdade 0.96
dos residuos)
Capacidade Constante 1434 47 30 <0,001 1353 1515
redutora do (B) Tempo (L) 7,29 2,01 3,63 <0,001 3,87 10,72
reagente AB - 0,07 0,03 -2,03 0,052 -0,13 -0,01
Folin- 2
Ciocalteau R 021
R? ajustado 0,17
p-Valor (normalidade
dos residuos) 0.95
Atividade Constante 61 2 29 <0,001 57 64
guelante de (A) Temperatura (L) 0,39 0,08 5,16 <0,001 0,26 0,52
Cu® Temperatura (Q) - 0,007 0,001 - 7,826 <0,001 - 0,009 - 0,006
(B) Tempo (L) 0,85 0,10 8,58 <0,001 0,68 1,02
Tempo (Q) - 0,013 0,002 -7,829 <0,001 - 0,015 - 0,010
R? 0,81
R? ajustado 0,78
p-Valor (normalidade 0.97
dos residuos) '
Intensidade Constante 1 0,01 116 <0,001 1 1
de (A) Temperatura (L) - 0,0023 0,0003 -7,5010 <0,001 - 0,0028 - 0,0017
cor AB 0,00002 0,00001  3,54876 <0,001 0,00001 0,00004
R? 0,63
R? ajustado 0,60
p-Valor (normalidade 084

dos residuos)
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Tabela 3.5 - Coeficientes de regressdo obtidos por metodologia de superficie de
resposta para modelar os efeitos da temperatura e tempo na extracdo de compostos
fendlicos, atividade antioxidante in vitro, parametros fisico-quimicos dos extratos
aguosos de pétalas de Clitoria ternatea.

(continuacao)

Variaveis _ Coeficiente~s Err(z t-Valor p-Valor - 9_0% + QO%
dependentes Propriedades deregressdo padrdo Confiangca Confianca
Tonalidade Constante 0,64 0,02 29 <0,001 0,60 0,68
(A) Temperatura (L) - 0,00177 0,00110 -1,61975 0,117 - 0,00364 0,00009
Temperatura (Q) - 0,00003 0,00001 -2,49579 0,019 - 0,00005 -0,00001
Tempo (Q) - 0,000026  0,000012 -2,069573 0,048 - 0,000047 - 0,000005
AB 0,00004 0,00002  2,50939 0,018 0,00001 0,00008
R? 0,85
R? ajustado 0,83
p-Valor (no[malidade 0.90
dos residuos)
Pigmento Constante 15 0,45 34 <0,001 14 16
amarelo Temperatura (Q) - 0,0011 0,0001 -17,1070 <0,001 - 0,0012 - 0,0010
(B) Tempo (L) 0,13 0,03 4,26 <0,001 0,08 0,18
Tempo (Q) - 0,002 0,001 - 3,616 <0,001 - 0,003 - 0,001
R? 0,88
R? ajustado 0,87
p-Valor (no[malidade 0.95
dos residuos)
Pigmento Constante 26 0,23 113 <0,001 26 27
vermelho (B) Tempo (L) 0,13 0,02 7,75 <0,001 0,10 0,16
Tempo (Q) - 0,0014 0,0003 - 5,4073 <0,001 - 0,0019 - 0,0010
AB - 0,0004 0,0001 - 4,9273 <0,001 - 0,0006 - 0,0003
R? 0,63
R? ajustado 0,60
g omaidade o
Pigmento Constante 58 0,34 172 <0,001 58 59
azul Temperatura (Q) 0,00124 0,00005 25,62408 <0,001 0,00116 0,00132
(B) Tempo (L) - 0,25 0,02 - 10,54 <0,001 -0,29 -0,21
Tempo (Q) 0,0033 0,0004 8,6731 <0,001 0,0027 0,0040
R? 0,90
R? ajustado 0,90
p-Valor (normalidade 0.86

dos residuos)
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Tabela 3.5 - Coeficientes de regressdo obtidos por metodologia de superficie de
resposta para modelar os efeitos da temperatura e tempo na extracdo de compostos
fendlicos, atividade antioxidante in vitro, parametros fisico-quimicos dos extratos
aguosos de pétalas de Clitoria ternatea.

(concluséo)

\éariéveis Propriedades Coeficienteis Errcz t-Valor p-Valor - 9_0% + 99%
ependentes deregressdo padrado Confianca Confianca
pH Constante 5 0,08 63 <0,001 5 5
Temperatura (Q) - 0,00008 0,00004 -2,19766 0,037 -0,00014  -0,00002
(B) Tempo (L) - 0,0167 0,0041 - 4,1267 <0,001 - 0,0236 - 0,0098

AB 0,0003 0,0001 3,5295 0,002 0,0002 0,0005
R? 0,32
R? ajustado 0,26

p-Valor (normalidade

dos residuos) 0,93

A otimizacdo simultanea, baseada na fungcdo de desejabilidade, foi aplicada
utilizando o teor de flavonoides ndo-antocianicos, atividade quelante do ion Cu?* e a
tonalidade, Figura 3.3. A otimizacao verificou que as temperaturas entre 11,7 a 68,3
°C e os tempos entre 8,47 a 51,12 min ndo apresentaram diferencas significativas.
Isto indica que independentemente da temperatura e do tempo de extracéo, dentro
da faixa estudada, podem ser obtidos os mesmos teores de flavonoides néo-
antocianicos, atividade quelante do ion Cu?* e tonalidade nos extratos aquosos de

pétalas de C. ternatea.
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Figura 3.3 - Otimizacdo simultanea, baseada na fungdo de desejabilidade, dos
fatores temperatura (°C) e tempo (min) considerando teor de flavonoides néao-
antocianicos, atividade quelante do ion Cu?* e a tonalidade dos extratos aquosos das
pétalas de Clitoria ternatea.

Temperatura Tempo Desejabilidade
(°C) (min)

260,00
226,19 i~

Flavonoides néo-
antocianicos
(mg/100 g)

Atividade quelante
do jon Cu?
(% formagéo
complexo)

Tonaldade
(u.a.)

1,0126
-10,00

DESEJABILIDADE
GLOBAL

11,7 68,3 8,47 51,12

Assim, a analise por componentes principais foi aplicada com o objetivo de
explorar a relacdo dos extratos aquosos com a composicao fendlica, atividade
antioxidante in vitro, e parametros fisico-quimicos. A projecao bidimensional explicou
82,29% da variabilidade dos dados, sendo que a primeira componente principal
(CP1) explicou 64,68% da variabilidade dos dados, e a segunda componente
principal (CP2) explicou 17,61%, Figura 3.4. A CP1 mostrou que 0s extratos obtidos
a 20 °C/45 min e 40 °C/30 min apresentaram maior atividade antioxidante (CRFC,
AQC e DPPH) e parametros fisico-quimicos (IC, T, PA, PV, PZ, e pH). Ja os extratos
obtidos a 20 °C/15 min, 11,7 °C/30 min, 40 °C/8,78 min, e 40 °C/30 min
apresentaram maiores teores de CFT, AT, FT, e FNF. Na CP2, os extratos a 60
°C/15 min e 68,3 °C/30 min mostraram uma correlagcdo com a atividade antioxidante
por FRAP e FNA. A maior atividade quelante do ion Cu?* foi verificada nos extratos

que apresentaram maiores teores de AT e FT.
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A andlise estatistica multivariada indicou que o extrato obtido a 40 °C/30 min
(ensaio 10) apresentou menor variabilidade e maiores teores de CFT, AT e FNF em
comparagao aos outros extratos. Portanto, o extrato obtido a 40 °C/30 min, ensaio

10, foi selecionado para as analises das propriedades funcionais in vitro.

Figura 3.4 - Andlise por componente principal baseada na triplicata dos extratos
aquosos das pétalas de Clitoria ternatea em relagdo a composicao fendlica,
atividade antioxidante in vitro e parametros fisico-quimicos.
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Nota: FNF: fendlicos nédo-flavonoides; CFT: compostos fendlicos totais; AT: antocianinas totais; FT:
flavonoides totais; FRAP: atividade antioxidante de reducdo do ferro; FNA: flavonoides né&o-
antocianicos; DPPH*: inibicdo do radical livre; PZ: pigmento azul; PV: pigmento vermelho; PA:
pigmento amarelo; AQC: atividade quelante do fon Cu?*; e CRFC: capacidade redutora do reagente
Folin—Ciocalteu. A numeracao dos extratos aquosos em relacao a temperatura e tempo de extracao
pode ser obtida na Tabela 3.1.

3.3.3 Propriedades Funcionais in vitro do Extrato Bruto Liofilizado

O EBLPCT inibiu o crescimento da L. monocytogenes (8,37 mm), B. cereus (2,45
mm), e S. cerevisiae (3,79 mm), Tabela 3.6. O extrato ndo inibiu o crescimento da P.
aeruginosa, S. Typhimurium, S. Enteritidis, E. coli e S. aureus. Anthika et al. (2015)
observaram a inibicdo do crescimento do S. aureus usando 70 pL do extrato de
pétalas de C. ternatea:agua de 1:4 (g:mL). Como o EBLPCT nao inibiu o
crescimento de todos 0s micro-organismos testados sugere-se a utilizagcdo de outras

técnicas de analise bem como o estudo com outros micro-organismos.
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Tabela 3.6 - Atividade antimicrobiana do extrato bruto liofilizado das pétalas de
Clitoria ternatea.

_ _ Halo de inibigcdo (mm)
Micro-organismo

Controle positivo? Extrato C. ternatea

L. monocytogenes (ATCC 7644) 27,82 +£0,43 8,37 £ 1,08
P. aeruginosa (IAL 1853) 10,86 + 1,51 NI
S. Typhimurium (IAL 2431) 27,02 £ 0,11 NI
S. Enteritidis (S 2887) 23,67 £ 1,59 NI
B. cereus (IAL 55) 7,73 +0,02 2,45+ 0,81
E. coli (IAL 2064) 18,83 £ 1,69 NI
S. aureus (ATCC 13565) 7,86 £ 0,58 NI
S. cerevisiae (NCYC 1006) 7,65+ 0,27 3,79 +£0,49

Nota: Concentragcdo do extrato = 2 mg/cavidade. NI = extrato ndo inibiu o crescimento. *Controle
positivo: 10 pg/mL ampicilina para todas as bactérias e leveduras.

As concentracdes de 40 a 120 pug/mL do EBLPCT mostraram efeito protetor
contra a hemdlise dos eritrocitos de sangue humano com tipagem O*, Figura 3.5.
Uma interacdo benéfica do extrato com os eritrécitos foi observada, pois o0s
eritrécitos que sofreram hemdlise mecanica (0 pg/mL) apresentaram diferencas
significativas em relacdo aos eritrocitos em presenca do extrato (40, 80 e 120
pg/mL). Os eritrocitos com 80 e 120 pg/mL de extrato apresentaram uma reducéo da
hemdlise de 38 e 46%, respectivamente. Phrueksanan et al. (2014) observaram que
concentracdes entre 50 a 400 pg/mL do extrato aquoso liofilizado de pétalas de C.
ternatea protegeram os eritrocitos caninos contra hemolise induzida por AAPH. De
acordo com Bonarska-Kujawa et al. (2012) as antocianinas penetram na regido
externa da membrana dos eritrocitos alterando o empacotamento lipidico e

protegendo contra os danos oxidativos.



136

Figura 3.5 - Atividade anti-hemolitica in vitro do extrato bruto liofilizado das pétalas
de C. ternatea em eritrocitos humano sob condic¢des isotdnicas (0,9% m/v NacCl).
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Nota: Letras diferentes representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,0001).

O EBLPCT, 6.7 mg/mL, demonstrou uma inibicdo de 61% da atividade da ECA-I,
Figura 3.6. A quercetina, 1,7 mg/mL, foi utilizada como controle positivo por
apresentar atividade anti-hipertensiva (PEREZ-VIZCAINO et al., 2010). A conversao
da angiotensina | em angiotensina Il estimula a producdo do horménio aldosterona
elevando a pressao arterial, a inibicdo da ECA-I exerce um efeito anti-hipertensivo
(PRIPP; ARDO, 2007). Guerrero et al. (2012) verificaram que dentre 17 flavonoides
a quercetina-3-rutinosideo, quercetina, kaempherol, e a epicatequina apresentaram
acima de 42% de atividade inibitéria da ECA-l. A atividade anti-hipertensiva dos
flavonoides estad associada com a posicdo e o namero de grupos hidroxila aliada
com a presenca de duplas ligacdes nos anéis formando complexos quelantes
estaveis com o zinco no sitio ativo da ECA-I (LOIZZO et al., 2007).



137

Figura 3.6 - Atividade anti-hipertensiva in vitro do extrato bruto liofilizado das pétalas
de Clitoria ternatea em comparacdo com uma solucéao padréo de quercetina.
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Nota: As diferencas estatisticas foram obtidas usando o teste t-Student ndo pareado (p<0,0001).

O EBLPCT, 20 mg/mL inibiu 38% da atividade enziméatica da a-amilase, o
aumento da concentracdo de extrato mostrou um efeito de dose-dependéncia,
Figura 3.7A. Para a enzima a-glicosidase, 500 pg/mL do extrato inibiu 20% da
atividade enzimatica. As concentracbes de 100 a 300 pg/mL de extrato néo
apresentaram diferengas significativas na atividade inibitéria da enzima a-
glicosidase, Figura 3.7B. Daisy et al. (2009) observaram uma reducdo nos niveis de
glicose sérica e de hemoglobina glicosilada em ratos diabéticos com a administracao
oral do extrato aquoso de flores e folhas da C. ternatea (400 mg/kg de peso corporal
por 84 dias). Chusak et al. (2019) verificaram a reducédo na digestibilidade do amido
in vitro do arroz branco cozido com o extrato de flores de C. ternatea, 1,25% e 2,5%
(p/v), comparado ao controle nas fases oral, gastrica e intestinal apés 20-90 min de

digestao.
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Figura 3.7 - Atividade inibitoria das enzimas a-amilase (A) e a-glicosidase (B) in vitro
do extrato bruto liofilizado das pétalas de C. ternatea.
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Nota: Letras diferentes representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,0001).

Concentragbes de 1 a 5 mg/mL de EBLPCT inibiram de 9 a 18% a peroxidacdo

lipidica em meio bioldgico, Figura 3.8. A quercetina, 0,05 mg/mL, foi utilizada como

controle positivo por apresentar atividade inibidora da peroxidacéo lipidica (SAIJA et

al., 1995). A inibicao da peroxidacao lipidica pelos compostos fendlicos é atribuida a

sua acdo antioxidante, que depende da estrutura quimica. Alguns flavonoides

podem interagir no nucleo hidrofébico da bicamada lipidica alterando a fluidez e a
permeabilidade da membrana celular (SELVARAJ et al., 2015). Jabeur et al. (2017)
observaram que o extrato hidroetandlico (0,26 mg/mL) e a infusédo (0,27 mg/mL) das
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flores e inflorescéncias do Hibiscus sabdariffa inibiram 50% da peroxidacéo lipidica
no tecido cerebral de suino. O efeito combinado dos flavonoides e acidos fendlicos
presentes no extrato metanolico das frutas de Tetrapleura tetraptera inibiram a

peroxidacao lipidica do figado, pulméao e rins de ratos (IRONDI et al., 2016).

Figura 3.8 - Atividade inibitéria da peroxidacéo lipidica in vitro do extrato bruto
liofilizado das pétalas de C. ternatea comparado a uma solucao padrao de
guercetina.
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Nota: Letras diferentes representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,0001).

3.3.4 Propriedades Funcionais in vitro do Extrato Bruto Liofilizado e Parcialmente

Purificado

O potencial antioxidante dos extratos de pétalas de C. ternatea foi determinado
por ORAC, decréscimo da fluorescéncia da fluoresceina como consequéncia dos
danos oxidativos causados pelos radicais peroxila. O EPPCT apresentou maior
atividade antioxidante em relagdo ao EBLPCT, Figura 3.9. Os valores de ORAC
foram significativamente diferentes (p<0,001), indicando que 0s compostos
presentes no EPPCT (principalmente antocianinas) apresentaram uma maior acao
antioxidante contra o radical peroxila. Em sistemas bioldgicos, a producao do radical
peroxila (ROO") estéd envolvida na peroxidacao lipidica das membranas das células

podendo induzir a patogénese de varias doencas (TAIRA et al., 2015).
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Figura 3.9 - Capacidade de absorcédo de radicais de oxigénio (ORAC) dos extratos
bruto liofilizado e parcialmente purificado das pétalas de C. ternatea.
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Nota: As diferencas estatisticas foram obtidas usando o teste t-Student pareado (p<0,001).

Os extratos EBLPCT e EPPCT apresentaram um efeito inibitério da cisdo do
DNA induzido por radicais peroxila em comparacdo ao controle positivo, Figura
3.10A. Os extratos EBLPCT e EPPCT inibiram 61 e 94% da cisdo do DNA,
respectivamente (Figura 3.10B). O controle positivo, (+)-catequina, inibiu 89% da
cisdo do DNA. O desiquilibrio do sistema redox, reacdes de oxidacao e reducdo, em
sistemas biolégicos pode causar o acumulo de moléculas oxidantes capazes de
oxidar o DNA, proteinas e lipidios, alterar a estrutura, atividade e propriedades
fisicas (GASCHLER; STOCKWEL, 2017). No DNA ocorrem modificacdes das bases
e a cisao da fita, podendo induzir mutacbes e carcinogénese (AMBIGAIPALAN;
SHAHIDI, 2015; ASHOK; ALI, 1999). Este estudo demonstrou que o EPPCT
apresentou um efeito inibitério da cisdo do DNA superior ao EBLPCT. No entanto, o
efeito antimutagénico e/ou anticarcinogénico deve ser avaliado em modelos
experimentais. Mehmood et al. (2019) reportaram gque 0s extratos aquosos das flores
de C. ternatea, 500 a 2000 pg/mL, obtidos por extracdo convencional e ultrassom

protegeram contra os danos ao DNA plasmidial pBR322 induzido por Hz20..
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Figura 3.10 - Atividade inibitéria da cisdo da fita de DNA induzida pelo radical peroxil
(A e B) dos extratos bruto liofilizado e parcialmente purificado das pétalas de C.
ternatea.
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O efeito citotdéxico dos extratos EBLPCT e EPPCT foi avaliado em relacdo as
linhagens celulares A549, HCT8 e IMR9O0 (Figura 3.11). Para as células cancerosas
HCT8 tratadas com EBLPCT, foi observada uma pequena reducdo na viabilidade
celular para todos os parametros, significando baixo efeito antiproliferativo (IGso =
887,2 pug/mL). Por outro lado, os graficos apontaram que o EBLPCT estimulou a
proliferacdo celular em células A549 (Figura 3.11A-C) e IMR90 (Figura 3.11G-l)
agindo como pro-carcinogénico em concentracfes mais baixas, embora tenha
revelado efeito antiproliferativo em concentragdes mais altas. Similarmente, Rietjens
et al. (2005) apontaram que o flavonoide quercetina estimulou a proliferacédo celular
em baixas doses in vitro, enquanto esse mesmo flavonoide atuou como agente
antiproliferativo em doses mais altas. J& o extrato de EPPCT aumentou a viabilidade
celular das células cancerosas A549 (Figura 3.11A-C) e HCT8 (Figura 3.11D-F),

comportando-se apenas como agente pré-carcinogénico.
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Figura 3.11 - Viabilidade celular de células epiteliais de adenocarcinoma de pulméo
(A549), A-D; células epiteliais de carcinoma de colon (HCT8), D-F; e células de
fibroblasto humano de pulm&o nao tumoral (IMR90), G-I, em relagdo a diferentes
concentracbes dos extratos bruto liofiizado (EBLCT) e parcialmente purificado
(EPPCT) das pétalas de C. ternatea.
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Esses resultados estdo de acordo com Migliorini et al. (2019), que mostraram
gue o extrato aquoso de folhas de C. intybus também estimulou a proliferacao
celular em células tumorais HepG2, Caco-2 e HCT8. No presente estudo, esse efeito
pré-carcinogénico também foi observado nas células IMR90 (normais), com uma
discreta diminuicdo na proliferacdo celular em concentracées maiores de EPPCT
(Figura 3.11G-I). Por outro lado, Neda et al. (2013) verificaram que 0 extrato aquoso
de flores de C. ternatea teve um efeito inibitério no crescimento celular (ICso) em
relacdo ao MCF7 (1159,2 pg/mL), Caov3 (857,1 pg/mL), HepG2 (481,5 pg/mL), e
MDA-MB-231 (481,5 pg/mL), e ndo inibiu o crescimento celular Hs27 (ndo tumoral).
Ambos os extratos EBLPCT e EPPCT né&o apresentaram efeitos citotoxicos contra

as linhagens celulares testadas e estimularam a sua proliferagcdo. Os compostos

fendlicos podem apresentar efeitos pré-cancerigenos e antiproliferativos,
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dependendo da concentracdo do extrato (Rietjens et al., 2005), tipo de linhagem
celular humana (Takashina et al., 2017) e solvente utilizado na extracao.

As espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas nas células IMR90 e A549
expostas aos extratos EBLPCT e EPPCT foram avaliadas por DCFH-DA. Os
resultados revelaram que o H202 (15 pmol/L) induziu um aumento nos niveis de
EROs em comparacdo ao controle negativo (Figura 3.12). Os extratos EBLPCT e
EPPCT ndo promoveram a geracdo de EROs para as células normais IMR90,
enquanto o extrato EBLPCT teve efeito citoprotetor nas linhagens celulares A549

contra a oxidagao induzida por H202.

Figura 3.12 - Atividade antioxidante intracelular de EROs in vitro em células IMR90
(A, C) e A549 (B, D) dos extratos bruto liofilizado (EBLCT) e parcialmente purificado
(EPPCT) das pétalas de C. ternatea por espectrofluorimetria.
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Nota: Dados quantitativos sdo a média + desvio padrdo. Letras diferentes dentro do mesmo
parametro representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Considerando que o EPPCT foi obtido do extrato bruto liofilizado, a atividade
antioxidante intracelular do EBLPCT pode ser explicada pela complexidade da
composi¢cdo, uma vez que suas antocianinas sdo capazes de se autoassociar,
interagir com compostos flavonoides de estrutura semelhante e também reagir com
muitos outros como resultado de sua carga positiva na estrutura central do anel
(HOU et al., 2004). Portanto, o perfil quimico do EBLPCT conferiu um sistema com

uma taxa de eliminacdo de EROs mais alto que o extrato parcialmente purificado,
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atingindo niveis inferiores ao controle negativo. Além disso, o EPPCT promoveu a
inducéo de EROs nas células A549 em concentra¢cdes mais baixas (10 e 50 pg/mL),
atingindo niveis acima/semelhantes ao controle positivo e diminuiu a geracdo de
EROs em 100 pg/mL para o nivel espontaneo (Figura 3.12D), comportando-se de
maneira dependente da dose. Migliorini et al. (2019) também observaram que
concentracfes mais altas de extrato de folhas de C. intybus conferiram protecdo as
células Caco-2, HCT8 e HepG2 contra o estresse oxidativo induzido.

Os extratos EBLPCT e EPPCT na concentragao de 2,5 yg/mL apresentaram
um efeito protetor contra a oxidagdo do colesterol LDL induzido por cobre em
comparacao a (+)-catequina, Figura 3.13. Os extratos EBLPCT e EPPCT inibiram 34
e 32% da oxidacao do colesterol LDL apds 8 h de incubacao, respectivamente. Em
10 h de incubacéo, observou-se uma inibicdo da oxidagéao do colesterol LDL de 31%
do EBLPCT e de 35% do EPPCT. A (+)-catequina, controle positivo, inibiu 44% da
oxidacdo do colesterol LDL em 10 h de incubacdo. Diferencas significativas néo
foram observadas entre o EBLPCT e EPPCT em 8 h de incubacdo. Ja o EPPCT
apresentou maior efeito protetor em relagdo ao EBLPCT contra a oxidagdo do
colesterol LDL em 10 h de incubacdo. O nivel elevado de colesterol LDL oxidado
esta relacionado com a aterosclerose e outras doencas cardiovasculares (ZHONG et
al., 2019).

Figura 3.13 — Efeito inibitério dos extratos bruto liofilizado e parcialmente purificado

de pétalas de Clitoria ternatea contra a oxidacdo do colesterol LDL humano.
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3.4 CONCLUSOES

A otimizacdo simultanea mostrou que o0s teores de compostos bioativos,
atividade antioxidante, e parametros de cor foram semelhantes entre as
temperaturas de 11,7 a 68,3 °C por 8,47 a 51,12 min. As condi¢des experimentais
definidas pela analise por componentes principais para obter o maior teor de
compostos fendlicos foi 40 °C por 30 min. O EBLPCT apresentou propriedades
funcionais in vitro, atividades anti-hemolitica, inibidoras da ECA-Il, das enzimas a-
amilase e a-glicosidase, e da peroxidagao lipidica em sistema biologico. O EPPCT
monstrou maior capacidade de absorcao de radicais de oxigénio, inibicdo da ciséo
de DNA por radicais peroxila, e inibicdo da oxidacdo do colesterol LDL induzida por
cobre. Ambos os extratos EBLPCT e EPPCT apresentaram baixa citotoxicidade
frente as linhagens A549, HCTS8, e IMR90 e apresentaram atividade antioxidante
intracelular contra espécies reativas de oxigénio (>100 ug/mL). Esse é o primeiro
estudo que determina as propriedades funcionais in vitro em relacdo a inibicdo da
ECA-I, inibicdo da oxidacdo do colesterol LDL, efeito citotéxico das linhagens
celulares A549, HCT8 e IMR90, e a atividade antioxidante intracelular contra
espécies reativas de oxigénio. Esses resultados sugerem que estudos in vivo sejam
realizados para comprovar as propriedades funcionais de extratos aquosos de flor de

C. ternatea.
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CAPITULO 4 - ESTUDO DA COMPOSICAO FENOLICA POR UHPLC-Q-TOF-
MS/MS E ESTABILIDADE DAS ANTOCIANINAS DE PETALAS AZUIS DE Clitoria
ternatea L. (BUTTERFLY PEA)

RESUMO

As pétalas azuis de Clitoria ternatea sdo compostas por antocianinas com potencial
para serem usadas como corante natural. Diante disso, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a composicdo fendlica do extrato aquoso bruto (EBLPCT) e
parcialmente purificado (EPPCT) de pétalas azuis de C. ternatea bem como a
estabilidade das antocianinas frente ao pH, temperatura e luz em presenca e
auséncia de frutooligossacarideos. Doze compostos foram tentativamente
identificados por UHPLC-Q-TOF-MS/MS nos extratos EBLPCT e EPPCT, sendo
antocianinas ternatinas (B2/B3, B4, e D2), derivados de delfinidina, flavonois e
flavandis. Na titulacdo espectrofotométrica direta/reversa, as antocianinas
apresentaram alteragfes estruturais com mudancas na cor entre o pH 2,25 a 10,20,
e reversibilidade estrutural com a preservacao da atividade antioxidante frente ao
radical DPPH. Os extratos aquosos em pH 3,6 e 5,4 exibiram estabilidade térmica
com a presenca e auséncia de frutooligossacarideos. A energia de ativacdo dos
extratos em pH 3,6 e 5,4 foi superior a 99 kJ/mol. A adicdo de frutooligossacarideos
nos extratos em pH 3,6 e 5,4 expostos a luz proporcionou um efeito protetor contra a
fotodegradacdo das antocianinas. Os dados mostram potencial tecnolégico do
extrato aquoso de pétalas azuis de Clitoria ternatea como corante natural em um

sistema modelo de bebida funcional.

Palavras-chave: corante azul natural; epigalocatequina-3-galato;

frutooligossacarideos; ternatinas.

O conteldo desse capitulo sera submetido para a revista Food Chemistry.
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4.1 INTRODUCAO

As antocianinas sdo flavonoides responsaveis pelas cores vermelha, azul,
roxa ou laranja presentes em vegetais, frutas, flores e folhas (STRACK;,
WRAY,1993). Além das caracteristicas de coloracdo, as antocianinas apresentam
propriedades bioativas como atividade antioxidante in vitro (ESCHER et al., 2018;
MIGLIORINI et al., 2019), atividade antioxidante sérica in vivo (PLAZA et al., 2016),
antibacteriana in vitro (SAGDIC et al., 2013), anti-hemolitica in vitro (ESCHER et al.,
2018), citotoxica in vitro (SAGDIC et al., 2013), e efeito hipoglicémico in vitro e in
vivo (DAISY; RAJATHI, 2009; JANG et al., 2019).

O uso de antocianinas como potenciais corantes alimentares naturais com
propriedades bioativas deve ser incentivado. No entanto, a estabilidade desses
pigmentos € influenciada por alguns fatores como pH, temperatura, luz, presenca de
oxigénio, estrutura quimica, solvente, presenca de copigmentos, ions metalicos e
enzimas (GIUSTI; WROLSTAD, 2003; MARTYNENKO; CHEN, 2016). A utilizacao
de temperaturas superiores a 50 °C durante o processamento pode ocasionar a
degradacdo térmica parcial ou total das antocianinas e, consequentemente, diminuir
a intensidade da cor (PATRAS et al., 2010; HOWARD et al.,, 2012; LOIZZO;
TUNDIS; MENICHINI, 2015). Sui, Bary, e Zhou (2016) observaram a reducdo nos
teores de antocianinas do extrato aquoso de arroz preto com a elevagdo da
temperatura do tratamento térmico e armazenamento. Chung et al. (2016) avaliaram
gue a adicdo de goma arabica em um modelo de bebida, pH 3, e em presenca de
acido ascorbico aumentou a estabilidade fotooxidativa das antocianinas durante o
armazenamento a 40 °C por 5 dias.

Em fontes naturais, as antocianinas podem estar aciladas com &cidos
fendlicos (acidos p-cumarico, caféico, ferdlico, sinapico, galico), e/ou acidos
organicos (a4cidos malbdnico, acético, malico, succinico ou oxalico), consideradas
guimicamente mais estaveis para aplicacbes alimentares (GIUSTI; WROLSTAD,
2003; PETERSSON et al., 2008). Torskangerpoll e Andersen (2005) observaram que
a antocianina acilada é mais estavel que as formas néo-aciladas frente as variacdes
de pH, temperatura e armazenamento. De acordo com Giusti e Wrolstad (2003) a
acilacdo na molécula da antocianina aumenta a estabilidade por meio da
copigmentacao intramolecular e/ou intermolecular, e reacbes de auto-associacao.

Na copigmentacdo intramolecular, o croméforo da antocianina interage com o0s
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acidos aromaticos e/ou alifaticos ligados a uma ou mais unidades de glicose
presentes na molécula. Esses grupos sdo flexiveis e podem adquirir uma
configuragdo na forma de sanduiche com o croméforo da antocianina,
proporcionando uma protecdo contra ataque nucleofilico da agua e de outras
espécies presentes no meio reacional (DANGLES; SAITO; BROUILLARD, 1993).

Estudos sobre a aplicacdo de extratos ricos em antocianinas como corantes
naturais em alimentos, em substituicdo aos corantes sintéticos, tém aumentado nos
ultimos anos devido a preocupagdo dos consumidores com a saude (GERARDI et
al.,, 2018; PIRES et al., 2018b). O consumo de corantes sintéticos tem sido
potencialmente associado a alergias, intolerancia alimentar, hiperatividade,
irritabilidade, e distarbios do sono em criancas (FEKETEA; TSABOURI, 2017;
CORRADINI, 2019). A busca de fontes naturais de corantes alimenticios é
incentivada. Alguns corantes naturais compostos por carotenoides como o0 urucum,
paprica, p-caroteno, luteina, violaxantina, neoxantina, B-criptoxantina, fucoxantina,
licopeno, e astaxantina extraidos de plantas, algas e alguns insetos sdo usados na
indastria de alimentos (KENDRICK, 2012; CAROCHO; MORALES; FERREIRA,
2015). Os corantes azuis naturais sao raros na natureza, mas algumas empresas
estdo extraindo da spirulina, algas verde-azuladas, e aplicando em alimentos e
bebidas (NACHAY, 2019).

A pétala azul de Clitoria ternatea L., conhecida como butterfly pea, é
composta principalmente pela delfinidina malonilada 3,3',5'-triglicosideo. Estudos
isolaram e identificaram as diferentes estruturas da antocianina delfinidina
poliacilada, nomeadas de ternatinas A1-A3, B1-B4, C1-C5, D1-D3, e também dos
flavonodis kaempferol, quercetina e mirecitina (SAITO et al., 1985; KONDO et al.,
1990; TERAHARA et al.,, 1989, 1990, 1996, 1998; KAZUMA; NODA; SUZUKI,
2003a). Foram também identificados, no extrato aquoso de pétalas azuis de C.
ternatea, os acidos galico, p-cumarico, 2,4 dihidroxibenzdico, protocatecuico,
cafeico, clorogénico, e elagico; os flavonoides quercetina-3-rutinosideo, procianidina
A2, e (-)-epicatequina; e a antocianina delfinidina 3-glicosideo (ESCHER et al.,
2020; AZIMA; NORIHAM; MANSHOOR, 2017). Similarmente, as ternatinas foram
identificadas na flor azul clara e malva, exceto na flor branca, de diferentes linhagens
de Clitoria ternatea. A mudanca na cor das flores de azul escuro para a cor malva
esta relacionada com auséncia do grupo glicosil nas posi¢cdes 3’ e 5’ da delfinidina
(KAZUMA; NODA; SUZUKI, 2003b). Wongs-Aree, Giusti, e Schwartz (2006)
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observaram que as antocianinas purificadas de pétalas azuis de C. ternatea séo
derivadas somente da delfinidina, e apresentaram alta estabilidade cromatica em
solucéo tampao com pH 1 e 4,5.

O extrato aquoso das flores de C. ternatea € utilizado tradicionalmente na
Asia como corante natural em alimentos e bebidas devido a elevada estabilidade. Na
Malasia, o extrato aquoso é usado para colorir bolo de arroz e no prato popular “Nasi
Kerabu” (NEDA; RABETA; ONG, 2013). O extrato azul também é adicionado em
pao, biscoitos, farinhas, sobremesas tradicionais e em outros alimentos. O extrato
aquoso das flores de C. ternatea também € usado na medicina popular indiana e
Ayurveda por apresentar propriedades terapéuticas (MUKHERJEE et al., 2008). O
extrato aquoso de pétalas azuis de C. ternatea ndo apresentou citotoxicidade em
células IMR90 (LCso >900 ug/mL), mostrou efeito protetor em eritrécitos humanos e
em DNA plasmidial pBR322, o que comprova a sua seguranca toxicolégica
(ESCHER et al., 2020; MEHMOOD et al., 2019). Nesse contexto, a flor de C.
ternatea pode ser uma promissora fonte de corante azul natural com propriedades
bioativas como alternativa de substituicdo dos corantes sintéticos. Portanto, o
objetivo do presente estudo foi avaliar a composi¢édo fendlica por UHPLC-Q-TOF-
MS/MS do extrato bruto e parcialmente purificado de pétalas azuis de C. ternatea
bem como a estabilidade das antocianinas do extrato aquoso frente ao pH,

temperatura e luz em presenca e auséncia de frutooligossacarideos.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Produtos Quimicos

Todas as solucbes foram preparadas com agua ultrapura (Millipore, Sao
Paulo, Brasil). DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e resina Amberlite® XAD7HP foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). Acetonitrila grau LC-MS foi
adquirida da Tedia Company Inc. (Fairfield, USA). Acido férmico grau HPLC foi
adquirido da ROE Scientific Inc. (Newark, USA). Acido cloridrico, acido trifluroacético
e hidroxido de potassio foram comprados da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Alcool
etilico e alcool metilico foram adquiridos da Synth (Diadema, Brasil). Os
frutooligossacarideos (FOS) foram adquiridos da New Nutrition (S&o Paulo, Brasil).
Citrato de sédio e acido citrico ambos da Merck (S&o Paulo, Brasil).
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4.2.2 Matéria-Prima e Elaboracdo do Extrato

Flores desidratadas de Clitoria ternatea, cultivadas em Campo Grande - Mato
Grosso do Sul em 2016, foram adquiridas diretamente com o produtor. As pétalas
azuis foram separadas do cdlice, trituradas em moinho analitico (QUIMIS® modelo
6298A21) e padronizadas com peneira de 42 Tyler mesh. As pétalas trituradas foram
armazenadas em frascos de polietileno de baixa densidade sob refrigeracéo (8 °C)
até o momento das extracoes. As flores de Clitoria ternatea foram depositadas no
Herbério de Plantas Medicinais da UEPG sob numero 21878.

A condicao experimental de extracdo dos compostos fendlicos de pétalas
azuis de C. ternatea, 40 °C por 30 min foi definida apdés a modelagem dos dados
usando a analise por componentes principais descrito por Escher et al. (2020). O
extrato foi elaborado com agua ultrapura em uma cela termostatizada (Microguimica
MQBTC 99-20, Brasil) com uma relacdo de massa: solvente de 0,125:25 (m/v), e
protegido da luz com agitacdo magnética constante. Na sequéncia, o extrato foi
filtrado (papel filtro qualitativo) e o residuo enxaguado com o solvente de extragdo
até completar o volume de 25 mL. O extrato aquoso foi congelado a -80 °C e
liofilizado sob vacuo de 830 umL Hg (Liotop, modelo L202, Brasil) para estudo da
composicdo fenodlica. Outra parte do extrato aquoso foi armazenado em frasco de
polietileno protegido da luz sob refrigeracao (8 °C) para o estudo da estabilidade das

antocianinas.

4.2.3 Purificacéo Parcial e Composicao Fendlica

A purificag&o parcial das antocianinas presentes no extrato bruto liofilizado de
pétalas azuis de C. ternatea foi realizada de acordo com Zhang, Fu e Zhang (2011)
e Pedro, Granato, e Rosso (2016). Primeiramente o extrato liofilizado foi diluido em
solucdo tampéo com pH 1 (KCI 0,025 mol/L). Na sequéncia, a solucao foi eluida
lentamente em coluna de vidro (1.0 cm x 20.0 cm) contendo a resina
Amberlite®XAD7HP. ApoOs a resina adsorver as antocianinas, foram efetuadas
lavagens com volumes de 50 mL de &gua ultrapura, totalizando 150 mL, para a
remocao dos compostos sollveis em meio aquoso. A eluicdo das antocianinas da
resina foi realizada por meio da utilizacdo de 100 mL de solucdo aquosa contendo
50% de alcool etilico acidificada com 340 yL de acido trifluroacético (TFA; 0,04
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mol/L), seguida de 150 mL de alcool etilico 100% acidificado com 340 uL de TFA. As
duas solucdes (50% e 100% alcool etilico) contendo as antocianinas foram
acondicionadas em um local escuro até evaporacdo total dos solventes. As
antocianinas purificadas foram armazenadas em frascos de polietileno de baixa
densidade em dessecador contendo silica de gel.

Os compostos fendlicos presentes nos extratos, bruto liofilizado e
parcialmente purificado, foram identificados por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (UHPLC, Agilent Technologies, série 1290 Infinity, EUA) acoplada ao
espectrobmetro de massas do tipo quadrupolo-tempo de voo (Q-TOF, Agilent
Technologies, modelo G6545, EUA). A separacdo foi realizada em fase reversa
utilizando coluna RP18 (Symmetry Shield, 3 mm x 150 mm; 3,5 um de tamanho da
particula; Waters, EUA) equipada com pré-coluna Cis (Phenomenex, Torrance,
EUA), temperatura de 40 °C, volume de inje¢céo de 2 pL, e fluxo de 0,150 mL/min. A
fase movel consistiu de agua acidificada com 0,1 % de acido formico (fase mével A)
e acetonitrila (fase mével B), e o gradiente linear foi 0-30 min (5 a 45% B); 30-35 min
(45% B); 35-40 min (45 a 5% B) e 40-45 min (5% B).

Os parametros do Q-TOF-MS com ionizacao por electrospray (ESI) no modo
positivo foram: voltagem do capilar, 3500 V; temperatura do gas, 300 °C; fluxo do
gas, 8 L/min; pressdo do gas nebulizador, 35 psig; temperatura do gas de cortina,
350 °C; fluxo do géas de cortina, 11 L/min; fragmentador, 175 V; e energia de coliséo,
50 V. Os ions precursores e os fragmentos foram monitorados no intervalo de 100 a
1700 m/z e o tempo de varredura foi de 4 s. O software Masshunter versao B.07.00
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) foi utilizado na aquisicdo e

processamento dos dados.

4.2.4 Estudos da Estabilidade das Antocianinas do Extrato Aquoso

4.2.4.1 Efeito do pH e atividade antioxidante

O efeito do pH em relagdo a estabilidade e reversibilidade das antocianinas
presentes no extrato aquoso de pétalas azuis de C. ternatea foi analisado de acordo
com Pedro, Granato e Rosso (2016). Primeiramente, 50 mL do extrato aquoso foi
diluido com 50 mL de solucéo de HCI pH 1. Em uma cela termostatizada a 25 °C
adicionou-se 65 mL do extrato diluido, protegido da luz e mantido sob agitacdo
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constante. A titulacdo espectrofotométrica foi realizada em pHmetro (Micronal B-474,
Brasil). Pequenas aliquotas de KOH foram adicionadas ao extrato, para acompanhar
a variacao do pH de 2,25 até 10,20. Inicialmente observou-se uma regido fortemente
tamponada, pH 2,25 até 4,21, assim utilizou-se uma base com concentracdo mais
elevada (5,0 mol/L). A partir de pH 4,21 até 10,20 utilizou-se aliquotas de KOH 1,0
mol/L. A absorbancia foi registrada no comprimento de onda de absor¢cdo maxima,
546 nm. Na sequéncia foi realizada uma titulacdo espectrofotométrica reversa,
aliquotas de acido cloridrico (HCI; 1,0 mol/L) foram adicionadas até atingir o pH
inicial de 2,25.

A atividade antioxidante do extrato de pétalas azuis de C. ternatea com
diferentes pHs (2,25 a 10,20) foi analisada pela captura do radical DPPH (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Uma aliquota de 0,950 mL do extrato, em
diferentes valores de pH, foi misturada com 4,050 mL da solugdo de DPPH (1,0 x 10
4 mol/L), a solucéo foi agitada e mantida em auséncia de luz por 60 min a 25 °C. Os

resultados foram expressos em percentual de inibicdo do radical DPPH.

4.2.4.2 Efeito da temperatura

O efeito do aumento da temperatura em relacdo a estabilidade das
antocianinas presentes no extrato aquoso de pétalas azuis de C. ternatea foi
determinado de acordo com Reyes e Cisneros-Zevallos (2007) e Maciel et al. (2018).
Duas solucfes do extrato foram preparadas, uma solucdo com agua ultrapura em pH
5,4, e a outra em solucao tampéo com citrato de sédio e acido citrico 0,05 mol/L em
pH 3,6. Os frutooligassacarideos, 1,75 e 3,5 g/100 mL, foram adicionados nas duas
solugbes. Cada solugao foi dividida em trés tubos em triplicata, sendo 30 mL da
solugcdo com 3,5 g FOS/100 mL, 30 mL da solugado com 1,75 g FOS/100 mL, e 30
mL da solucdo em auséncia do FOS. Os tubos foram vedados e imersos em banho
termostatizado (60, 70, e 80 °C), e em banho com glicerina (90 e 100 °C). A
absorbancia maxima, A = 617 nm, foi registrada com intervalos de 30 min para a
temperatura de 100 °C, e 60 min para as temperaturas de 60 a 90 °C. A partir dos
dados foram calculadas a porcentagem de retencdo de cor (%R), constante de
velocidade de degradacdo das antocianinas (k), tempo de meia vida (ti2), e a

energia de ativacdo (Ea) com as Equacdes 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
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%R = At/ Ao x 100 1)
In (A) / Ao=-kxt 2
turz=In2/k 3)
Ink =Inko- (Ea)/RT (4)
Onde, A: = absorbéncia no tempo t; Ao = absorbancia inicial; t = tempos

determinados (min); R = constante dos gases (8,31447 J/mol K); T = temperatura

absoluta (K); ko = fator de frequéncia (min).

4.2.4.3 Efeito da luz

O efeito da luz em relacdo a estabilidade das antocianinas presentes no
extrato aquoso de pétalas azuis de C. ternatea foi determinado de acordo com Amr e
Al-Tamimi (2007) e Pedro, Granato, e Rosso (2016). Duas solu¢cdes do extrato foram
preparadas, uma solucdo com agua ultrapura em pH 5,4, e a outra em solucéo
tampdo com citrato de soédio e acido citrico 0,05 mol/lL em pH 3,6. Os
frutooligassacarideos, 1,75 e 3,5 g/100 mL, foram adicionados nas duas solugdes.
Cada solucéao foi dividida em trés tubos com volumes de 10 mL, e adicionadas de
3,5 g FOS/100 mL, 1,75 g FOS/100 mL, e em auséncia de FOS em cada tubo em
triplicata. Trés tubos (auséncia de FOS, 1,75 e 3,5 g FOS/100 mL) em triplicata,
cada solucao, foram protegidos com papel aluminio, e outros trés tubos de cada
solucdo foram expostos a luz direta a conjunto de seis lampadas fluorescentes
brancas (20 W). Os tubos foram acondicionados na caAmara de madeira fechada com
temperatura interna de 32 + 2 °C. A absorbancia maxima, A = 573 nm, foi registrada
com intervalos de 24 h até o decréscimo de 50% da absorbéancia inicial. A
porcentagem de retencao de cor (%R), constante de velocidade de degradacéo das
antocianinas (k), e o tempo de meia vida (t12) foram calculadas com as Equacoes 1,

2 e 3, respectivamente.
4.2.5 Analise Estatistica
Os experimentos foram conduzidos em triplicata, e 0s resultados expressos

como média e desvio padréo. As diferencas entre os resultados foram verificadas

pela andlise de variancia univariada (ANOVA), seguida do teste de Fisher de
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diferenca minima significativa, considerando p<0,05. O software TIBCO Statistica v.
13.3 (TIBCO Statistica™ Ltd, USA) foi usado nas analises.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Composicao Fendlica do Extrato Bruto Liofilizado e Parcialmente Purificado

A composicao fendlica do extrato bruto liofilizado e do parcialmente purificado
de pétalas azuis de C. ternatea foi analisada por UHPLC-Q-TOF-MS/MS, e em
ambos os extratos foram caracterizados os compostos representados na Tabela 4.1
e Figura 4.1A. No entanto, no extrato parcialmente purificado foi identificado o
composto 6 com ion molecular [M]* com m/z 1551,42. Doze compostos foram
tentativamente identificados nos extratos, sendo seis antocianinas ternatinas e
derivados de delfinidina responsaveis pela cor azul de pétalas de C. ternatea, Tabela
4.1. A estrutura da ternatina € composta pela delfinidina malonilada 3,3',5’-
triglicosideos com D-glucose (G) e malonato (M) na posicdo 3, e alternancia da D-
glucose e do &cido p-cumarico (C) nas posigdes 3’ e 5 das cadeias laterais
(TERAHARA et al., 1990b).

O composto 1 apresentou o ion molecular [M]* com m/z 773,16
tentativamente identificado como miricetina-3-26-rutinosideo-ramnosil. O composto 2
apresentou o ion molecular [M]* com m/z 1329,33, e os fragmentos identificados
foram o m/z 1021,24 [M-G-C]" e o m/z 788,43 [M-G-2C-malonato]*. Esses dados
sugerem que na estrutura da delfinidina estao ligados nas posigdes 3, 3’ e 5’ o0s
grupos G-M, G-C-G e G-C, tentativamente identificada como ternatina B4, Figura
4.1C.

O composto 3 apresentou o ion molecular [M]* com m/z 459,09, e produziu
um fragmento principal com m/z 289,07, pode corresponder a catequina. Esse
composto poder ser tentativamente identificado como epigalocatequina-3-galato
(EGCG). O composto 4 apresentou o ion molecular [M]* com m/z 830,21, e produziu
um fragmento principal com m/z 303,05 que corresponde a delfinidina, Figura 4.1D.
O composto 5 apresentou o ion molecular [M]* com m/z 757,22, e produziu um
fragmento principal com m/z 303,05 que pode corresponder a quercetina. Esse
composto pode ser tentativamente identificado como quercetina-3-(2G-rutinosideo

ramnosil).
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Tabela 4.1 - Compostos fendlicos identificados no extrato bruto liofilizado e no
parcialmente purificado de pétalas azuis de C. ternatea

Tempo lon molecular Fragmentos Compostos tentativamente
Pico
(min) [M+ HJ* (MS?) identificados
1 7,55 773,16 - Miricetina-3-(2%-rutinosideo-ramnosil)
2 9,25 1329,33 1021,24; 810,41; 788,43; TernatinaB4
692,13; 684,14, 676,16;
475,33; 361,15; 253,01
3 9,63 459,09 289,07; 158,97 Epigalocatequina-3-galato
4 10,80 830,21 706,18; 639,17; 303,05; Derivado de delfinidina
147,04
5 11,26 757,22 303,05; 548;65 Quercetina-3-(2¢-rutinosideo-ramnosil)
6* 11,63 1551,42 1389,37; 1228,32; 1081,28; Derivado de delfinidina
919,22; 773,19; 611,13;
465,12; 303,05; 147,04
7 11,86 1637,42 1389,38; 1081,28; 919,23; Ternatina B2 ou B3
773,19; 611,13;  465,11;
303,05; 147,04
8 12,35 741,22 595,16; 449,11, 287,06, Kaempferol-3-(2¢-rutinosideo-ramnosil)
129,05
9 12,81 1475,36 1227,31; 919,23; 611,14; Ternatina D2
551,10; 303,05
10 13,64 595,17 467,92; 287,06 Kaempferol-3-neohesperidosideo
11 13,98 903,22 779,19; 639,16; 489,06; Derivado de delfinidina
303,05; 147,04
12 14,98 681,16 577,73,  443,82; 350,90; Kaempferol-3-O-(2"-O-a-rhamnosil-6"-O-

287,05

malonil)-B-glicosideo

Nota: *Composto tentativamente identificado somente no extrato parcialmente purificado.

O composto 6, m/z 1551,42, presente exclusivamente no extrato parcialmente

purificado produziu os fragmentos identificados com m/z: 1389,37 [M-G]*; 1228,32
[M-2G]*; 1081,28 [M-2G-C]*; 919,22 [M-3G-C]*; 773,19 [M-3G-2C]*; 611,13 [M-4G-
2C]*; e 465,12 [M-4G-3C]*. Esse ion molecular produziu um fragmento principal com

m/z 303,05 o qual corresponde a delfinidina, Figura 4.1B. A partir dos dados pode-se

inferir que na estrutura da delfinidina os grupos G, G-C-G-C e G-C-G ou 0s grupos

G, G-C-G-C-G e G-C estao ligados nas posigoes 3, 3’ e &, respectivamente.
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O composto 7 apresentou o ion molecular [M]* com m/z 1637,42, e produziu
os fragmentos identificados com m/z: 1389,38 [M-G-M]*; 1081,28 [M-2G-C-M]*;
919,23 [M-3G-C-M]*; 773,19 [M-3G-2C-M]*; 611,13 [M-4G-2C-M]*; e 465,11 [M-4G-
3C-M]*. Esse ion molecular produziu um fragmento principal com m/z 303,05 o qual
corresponde a delfinidina. Esses dados sugerem que na estrutura da delfinidina
estdo ligados nas posigdes 3, 3’ e 5’ os grupos G-M, G-C-G-C-G e G-C ou 0s grupos
G-M, G-C-G-C e G-C-G podendo ser tentativamente identificado como ternatina B3
ou B2, respectivamente, Figura 4.1E.

O composto 8 apresentou o ion molecular [M]* com m/z 741,22, e produziu 0S
fragmentos identificados com m/z 595,16 [M-ramnose]* e o m/z 449,11 [M-
2ramnose]*. Esse ion molecular produziu um fragmento principal com m/z 287,06
gue pode corresponder ao kaempferol. Esse composto poder ser tentativamente
identificado como kaempferol-3-(2G-rutinosideo ramnosil). O composto 9 apresentou
o ion molecular [M]* com m/z 1475,36, e produziu os fragmentos identificados com
m/z. 1227,31 [M-G-malonato]*; 919,23 [M-2G-C-malonato]*; 611,14 [M-3G-2C-
malonato]*; e 551,10 [M-4G-3C-malonato]*. O ion molecular produziu um fragmento
principal m/z 303,05 que corresponde a delfinidina. Esses dados sugerem que na
estrutura da delfinidina estao ligados nas posicoes 3, 3’ e 5’ os grupos G-M, G-C-G-
C e G-C, tentativamente identificada como ternatina D2, Figura 4.1F.

O composto 10 apresentou o ion molecular [M]* com m/z 595,17, e produziu
um fragmento principal com m/z 287,05, kaempferol. Esse composto pode ser
tentativamente identificado como kaempferol-3-neohesperidosideo. O composto 11
apresentou o ion molecular [M]* com m/z 903,22, e produziu um fragmento principal
com m/z 303,05 o qual corresponde a delfinidina, Figura 4.1G. O composto 12
apresentou o ion molecular [M]* com m/z 681,16, e produziu um fragmento principal
com m/z 287,05, kaempferol. Esse composto pode ser tentativamente identificado
como kaempferol-3-O-(2"-O-a-rhamnosil-6”-O-malonil)-B-glicosideo.

As ternatinas tentativamente identificadas neste trabalho corroboram com o
estudo realizado por Terahara et al. (1996), que isolaram e elucidaram a estrutura
das ternatinas A3, B4, B3, B2 e D2 das flores de Clitoria ternatea. Esses autores
verificaram que as ternatinas apresentaram os ions moleculares com m/z de 1491
(A3), 1329 (B4), 1637 (B3), 1637 (B2) e 1475 (D2) correspondente a CssH75039",
CsoHe5034*, C75Hg1041*, C75Hg1041%, € CeoH71036", respectivamente. Kazuma, Noda e
Suzuki (2003b) quantificaram um maior teor da ternatina B2 no extrato contendo
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50% MeOH e 1% TFA de pétalas de C. ternatea. Nair et al. (2015) identificaram as
ternatinas B3 (m/z 1638), D3 (m/z 1167), B2 (m/z 1638), B4 (m/z 1329), C2 (m/z
1491), D1 (m/z 1783), e derivados de delfinidina (m/z 1296; m/z 1534; e m/z 950) no
extrato contendo MeOH, propanona e agua das flores de C. ternatea.

Os flavondis glicosideos tentativamente identificados neste trabalho
corroboram com os compostos verificados por Kazuma, Noda e Suzuki (2003a).
Esses autores isolaram e elucidaram a estrutura de trés novos flavonéis glicosideos
juntamente com outros onze flavondéis em pétalas da C. ternatea cv. Double Blue. Os
flavonois miricetina-3-(2%-rutinosideo-ramnosil), guercetina-3-(2C-rutinosideo-
ramnosil), kaempferol-3-(2¢-rutinosideo-ramnosil), kaempferol-3-neohesperidosideo,
e o kaempferol-3-O-(2”-O-a-rhamnosil-6”-O-malonil)-B-glicosideo apresentaram os
ions moleculares [M]* com m/z de 773, 757, 741, 595 e 681, respectivamente
(KAZUMA; NODA; SUZUKI, 2003a); correspondendo aos ions moleculares
identificados nos extratos analisados (Tabela 4.1).

Kazuma, Noda e Suzuki (2003b) quantificaram maiores teores do kaempferol-
3-neohesperidosideo seguido do kaempferol-3-(2¢-rutinosideo-ramnosil). Esses
flavonodis correspondem aos compostos 10 e 8 tentativamente identificados que
apresentaram uma maior intensidade, Tabela 4.1, Figura 4.1A. Esse trabalho é o
pioneiro em reportar a presenca de epigalocatequina-3-galato em extrato aquoso de

pétalas azuis de C. ternatea.

Figura 4.1 - Cromatograma dos ions totais dos compostos fendlicos (A) e espectros
de massa das ternatinas e derivados de delfinidina tentativamente identificados (B-
G) no extrato bruto liofilizado e parcialmente purificado de pétalas azuis de C.
ternatea
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4.3.2 Estabilidade das Antocianinas do Extrato Aquoso

4.3.2.1 Efeito do pH

A estabilidade das antocianinas e a sua cor € influenciada principalmente pelo
pH do meio. A Figura 4.2 mostra o efeito do pH na estabilidade e reversibilidade das
antocianinas ternatinas e derivados de delfinidina presentes no extrato aquoso de
pétalas azuis de C. ternatea. As antocianinas do extrato apresentaram uma variacao
na cor entre vermelho a verde com a alteragdo do pH de 2,25 a 10,20,
respectivamente, Figura 4.2B. No pH 2,25, a absorbancia maxima das antocianinas
ternatinas e derivados de delfinidina do extrato de pétalas azuis de C. ternatea foi
registrada no comprimento de onda de 546 nm, Figura 4.2A. Entre o pH 3,21 e 6,14,
observou-se uma menor intensidade de absor¢cdo em 546 nm, efeito hipocrémico, e
um deslocamento batocrémico com a formacéo de duas novas bandas em 570 e 618
nm com aumento na absorbancia, efeito hipercromico. No pH 7,19, observou-se a
presenca de uma banda com aumento na absorcdo, efeito hipercrémico, e com
deslocamento batocrémico para 625 nm. Entre o pH 8,20 e 10,20, observou-se um
decréscimo na absorbancia, efeito hipocrémico, e um deslocamento batocrémico
entre 626 a 605 nm.
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Figura 4.2 - Efeito do pH na estabilidade e reversibilidade das antocianinas
presentes no extrato aquoso de pétalas azuis de Clitoria ternatea
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As mudancas no pH ocasionam alteracdes estruturais e na cor das
antocianinas, e o deslocamento batocrémico correspondente ao comprimento de
onda com absor¢do maxima (MA et al., 2018). De acordo com Mazza e Brouillard
(1987) em condicbes acidas, pH entre 1 e 2, as antocianinas existem na forma de
cétion flavilico (AH*), e apresentam a coloracéo vermelha. Em pH entre 3 e 5, ocorre
a perda do proton para produzir a forma quinoidal neutra com coloracao violeta ou
azul (geralmente no carbono C’4, C5 e C7), e a hidratagao do cation flavilico (AH*)
gerando a pseudobase carbinol (incolor). Em valores de pH acima de 6, a estrutura
pseudobase carbinol e anidrobase quinoidal tendem a formar as espécies cis-
chalcona e trans-chalcona, ocorrendo a ruptura do anel heterociclico, e assim torna
a reacao irreversivel (BROUILLARD; DELAPORTE, 1977; MARCO; POPPI;
SCARMINIO, 2008; SINOPOLI; CALOGERO; BARTOLOTTA, 2019). Em pH = 8,
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pode ocorrer uma segunda perda de préton (geralmente no carbono C7) para
produzir a forma quinoidal anidnica, e causar efeitos batocrémicos e hipercrémicos
(SINOPOLI; CALOGERO; BARTOLOTTA, 2019).

A coloracéo violeta a azul do extrato aquoso de C. ternatea entre o pH 3,21 a
7,19 (Figura 4.2B), ocorreu pela formacdo da estrutura na forma quinoidal. De
acordo com Abdullah, Lee e Hung (2010), entre o pH 3 a 5, o cation flavilico
vermelho e os dois tautbmeros das espécies quinonoidais neutras azuis em
equilibrio produzem a coloracao violeta no extrato de C. ternatea; e entre pH5a 7, o
extrato contém predominantemente espécies quinonoidais neutras azuis. A presenca
de um ou mais grupos acila na molécula de antocianina impede a hidrolise do cation
flavilico para a forma pseudobase carbinol, e permite a formacao da forma quinoidal
(azul) com menor sensibilidade as alteragfes do pH em meio levemente acido ou
neutro (BRIDLE; TIMBERLAKE, 1997). Saito et al. (1985) verificaram que as pétalas
azuis da C. ternatea sao compostas por antocianinas aciladas estaveis em solucéo
neutra. Terahara et al. (1989) atribuiram a estabilidade da cor da ternatina D1, em
solucdo aquosa neutra, ao empilhamento intramolecular entre o nacleo da delfinidina
e as cadeias laterais-GCGC, onde a por¢cdo do cromdforo (forma quinoidal) esti
protegido do ataque nucleofilico pela agua. Moloney et al. (2018) sugeriram que as
antocianinas diaciladas do repolho roxo expressam a cor azul intensa estavel, em
condicbes neutras e alcalinas, devido as interagdes da copigmentacdo
intramolecular, cianidina e acidos hidroxicinAmicos, e a auto-associagdo, cianidina-
cianidina. Stintzing et al. (2002) relataram que as antocianinas n&o aciladas, em pH
6, apresentam indices de cor transitorios por degradarem rapidamente.

Entre o pH 8,20 e 10,20, a cor do extrato aquoso de C. ternatea alterou de
azul para verde, Figura 4.2B. Abdullah, Lee e Hung (2010) observaram, entre o pH
de 7 a 8, a alteragcdo da cor do extrato de C. ternatea de azul para verde. E
atribuiram isso a presenca de bases quinoidais neutras e bases quinoidais anibnicas
em equilibrio. Moloney et al. (2018) verificaram em pH 8, a mudanca estrutural das
antocianinas para a forma de bases quinoidais anidnicas azuis, e o deslocamento
batocromico com o aumento no coeficiente de absor¢do molar. Yong et al. (2019)
observaram a presenca da cor azul no extrato de berinjela roxa entre o pH 7 a 10, e
0 deslocamento batocrémico com efeito hipercrémico. Entre o pH 10 e 12, os

extratos de plantas ricos em antocianinas alteram a cor para amarelo devido a
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degradacdo das bases quinoidais para chalconas iénicas (ABDULLAH; LEE; HUNG,
2010; YONG et al., 2019).

A degradacéo quimica das antocianinas causa a perda irreversivel das cores
devido principalmente a clivagem das ligacdes entre os carbonos C2-C1', C2-C3 ou
C3-C4 dos cromoforos (TROUILLAS et al., 2016; MOLONEY et al., 2018). A titulacéo
espectrofotométrica reversa, pH 10,20 a 2,25 mostrou que as antocianinas ternatinas
e derivados de delfinidina presentes no extrato da C. ternatea apresentaram uma
recuperacao de 96,2% da absorcao inicial, Figura 4.2A. Esse resultado sugere que
as antocianinas do extrato de C. ternatea apresentaram reversibilidade no
deslocamento da estrutura de equilibrio, visto que a coloracdo vermelha do extrato
no pH 2,25 (F) indicou a mudanca da forma quinoidal aniénica para a forma de
cation flavilico, Figura 4.2B. Maciel et al. (2018) observaram a reversibilidade da
estrutura das antocianinas do extrato de Hibiscus sabdariffa, pH 7,5 a 2,7, e uma
recuperacdo de 72,1% da absorcdo inicial. Pedro, Granato e Rosso (2016)
verificaram que as antocianinas presentes no extrato de arroz preto apresentaram
reversibilidade estrutural ao processo de desprotonacéo-protonacao. As estruturas
de equilibrio das antocianinas na forma quinoidal s@o reversiveis para a forma de
cation flavilico com a reducdo do pH, enquanto que as espécies cis e trans-

chalconas séo irreversiveis (PINA et al., 2012).

4.3.2.2 Efeito do pH na atividade antioxidante

A atividade antioxidante do extrato aquoso de pétalas azuis de C. ternatea por
meio da captura do radical DPPH, foi influenciada significativamente pelas variacbes
do pH, apresentou de 43 a 64% de inibicdo (p<0,05), Figura 4.3. O aumento do pH
de 2,25 até 5,25 ocasionou um aumento de 53 para 59% de inibicdo do DPPH,
respectivamente. No pH 6,14, a atividade antioxidante diminuiu para 54% de inibicédo
do DPPH, néo diferindo estatisticamente do pH inicial 2,25. O aumento do pH para
7,19 proporcionou um aumento na atividade antioxidante, ou seja, apresentou uma
inibicdo de 64% nao diferindo estatisticamente do pH 8,20. No pH 10,20, a atividade
antioxidante diminui para 43% de inibicdo. Na titulacdo reversa, em pH 2,25 inicial, a

atividade antioxidante do extrato apresentou uma inibicdo de 56% do radical DPPH.
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Figura 4.3 - Efeito do pH na atividade antioxidante das antocianinas presentes no
extrato aquoso de pétalas azuis de Clitoria ternatea
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Nota: Letras diferentes representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Estudos da atividade antioxidante de extratos de flores de Centaurea cyanus
e de Hibiscus sabdariffa monstraram uma maior inibicdo do radical DPPH entre o pH
4 e 5, e a preservacdo da atividade antioxidante apds a titulacdo reversa com
inibicdo acima de 54% (MACIEL et al., 2018; ESCHER et al., 2018). Borkowski et al.
(2005) observaram que as antocianinas desprotonadas aumentaram a capacidade
de eliminacdo de radicais livres, isto €, com a conversao do cation flavilico para a
forma de base quinoidal, pseudobase carbinol e cis e trans-chalconas. De acordo
com Altunkaya, Gokmen, e Skibsted (2016) o aumento na atividade antioxidante dos
compostos fenolicos dependente dos valores de pH, pode estar relacionada com a
elevacao da capacidade de doacéo de elétrons apés a desprotonacdo da estrutura
molecular e estabilizagdo em meio alcalino.

A atividade antioxidante das antocianinas de pétalas azuis de C. ternatea
pode ser influenciado pelo pH da matriz alimenticia, e também pelo pH dos fluidos
corporais durante o processo digestivo. As antocianinas sao absorvidas parcialmente
no estbmago (pH 1,5-2,0), mas a maior taxa de absorcéo é no intestino delgado em
pH entre 5,0 a 7,0. Alguns fatores como pH intestinal, temperatura, enzimas e
microbiota intestinal podem afetar a absorcdo das antocianinas (HRIBAR; ULRIH,
2014; HAN et al., 2019). Pasukamonset, Kwon, e Adisakwattana (2016) verificaram
gue o extrato aquoso de C. ternatea e a sua microencapsulacao preservaram teores

significativos de compostos fendlicos e atividade antioxidante apds a digestdo
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gastrointestinal simulada. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que o extrato
aguoso de pétalas azuis de C. ternatea apresenta atividade antioxidante in vitro em
uma faixa ampla de acidez (pH 3,21 a 5,25), mas estudos in vivo SA0 necessarios
para avaliar a biodisponibilidade, bioacessibilidade e bioatividade das antocianinas

de pétalas azuis de C. ternatea.

4.3.2.3 Efeito da temperatura

A estabilidade das antocianinas presentes no extrato de pétalas azuis de C.
ternatea em pH 3,6 e 5,4, foi avaliada nas temperaturas de 60, 70, 80, 90 e 100 °C,
em presenca de 1,75 g e 3,5 g FOS/100 mL e auséncia de frutooligossacarideos. Os
FOS séo fibras soluveis extraidas de plantas que estimulam a proliferacdo de
eubactérias no intestino e que proporcionam beneficios a saide humana (KOCA;
TASCI, 2016). Nesse estudo foi avaliado a influéncia dos frutooligassacarideos na
estabilidade das antocianinas dos extratos de pétalas azuis de C. ternatea em pH
3,6 e 5,4, e submetidas em diferentes temperaturas.

Os extratos de pétalas azuis de C. ternatea em pH 3,6 e 5,4, em presenca e
auséncia de FOS, apresentaram estabilidade térmica a 60 e 70 °C por 360 min. A
elevacdo da temperatura para 80, 90 e 100 °C resultou no decréscimo na
absorbéancia dos extratos em pH 3,6 e 5,4 tanto em presenga como em auséncia de
FOS, Figura 4.4.

Os extratos em pH 3,6, com 1,75 g FOS/100 mL e auséncia de FOS,
apresentaram um decréscimo de 24 e 23% na absorbancia a 90 °C durante 360 min,
respectivamente, enquanto o extrato com 3,5 g FOS/100 mL reduziu 26% em
relacdo a absorbancia inicial. Na temperatura de 100 °C por 180 min, 0os extratos
com 1,75 g FOS/100 mL e em auséncia de FOS reduziram 29% na absorbéancia, e o
extrato com 3,5 g FOS/100 mL reduziu 35% em relacdo a absorbancia inicial. Os
extratos em pH 3,6, em presenca e auséncia de FOS, ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas entre as porcentagens de reducdo das absorbancias ao
serem submetidos nas temperaturas de 90 e 100 °C.
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Figura 4.4 — Efeito da temperatura em fungéo do tempo na absorbéncia do extrato
de pétalas azuis de Clitoria ternatea em pH 3,6 e 5,4 em presenca de 1,75ge 3,59
FOS/100 mL, e auséncia de frutooligossacarideos.
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Os extratos em pH 5,4, com 1,75 g e 3,5 g FOS/100 mL, apresentaram um
decréscimo de 34 e 35% na absorbancia a 90 °C durante 360 min, respectivamente;
enguanto o extrato em auséncia de FOS reduziu 36% em relacdo a absorbancia
inicial. Na temperatura de 100 °C por 180 min, o extrato com 3,5 g FOS/100 mL
apresentou um decréscimo na absorbancia de 45% em relagdo a absorbancia inicial.
Os extratos com 1,75 g FOS/100 mL e auséncia de FOS a 100 °C por 180 min,
demonstraram um decréscimo na absorbéancia de 42 e 43% em relacdo a
absorbancia inicial, respectivamente. Diferencas estatisticas significativas ndo foram
observadas entre as porcentagens de reducdo das absorbancias dos extratos de
pétalas azuis de C. ternatea em pH 5,4, com a presenca e auséncia de FOS,
expostos a temperaturas de 90 e 100 °C.

A Tabela 4.2 apresenta a porcentagem de retencéo de cor (%R), constante de
velocidade de degradacdo das antocianinas (k), e tempo de meia vida (ti2). De
acordo com Patras et al. (2010) a cinética da reacdo de degradacdo pode ser usada
para prever a perda de compostos como as antocianinas, durante o tratamento
térmico e periodo de armazenamento, por meio do conhecimento da ordem de
reacdo, constante de velocidade e energia de ativacdo. Observa-se que com o0
aumento da temperatura de 80 a 100 °C ocorreu uma elevagao nos valores das
constantes de velocidade de degradagcdo das antocianinas dos extratos de pétalas

azuis de C. ternatea. Da mesma forma, ocorreu um decréscimo no tempo de meia
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vida das antocianinas dos extratos em pH 3,6 e 5,4 com 0 aumento da temperatura
de 80 a 100 °C. O aumento no valor da constate de velocidade procria a reducédo do
tempo de meia vida. Observou-se uma relagéo linear entre a absorbéancia e o tempo,
para os extratos em pH 3,6 e 5,4, na reacdo de degradagcao das antocianinas, iSSoO
indica que a reacao seguiu uma cinética de primeira ordem, Figura 4.5. A reacédo de
degradacdo das antocianinas nos extratos em pH 3,6 e 5,4 aumentou com a
elevacado da temperatura em funcao do tempo. Os resultados estdo de acordo com
estudos realizados, com diferentes extratos, para a reacdo de degradacéo de
antocianinas que seguiram uma cinética de primeira ordem (KIRCA; OZKAN;
CEMEROGLU, 2007; HOU et al., 2013; JIE et al., 2013; PEDRO; GRANATO;
ROSSO, 2016; MACIEL et al., 2018; MIGLIORINI et al., 2019).

Tabela 4.2 - Parametros cinéticos do efeito da temperatura em fungcdo do tempo na
estabilidade do extrato de pétalas azuis de Clitoria ternatea (pH 3,6 e 54 em
presenca (1,75 g e 3,5 g/100 mL) e auséncia de frutooligossacarideos.

Tem‘é’o%f‘t“ra %R K (min?) R pValor  tiz(h) J/Er/;ol) R2
pH 3,6
3,5 g FOS/100 mL
80 88,9+0,8 3,63x10* 0,998 <0,0001 31,9 102,1 0,999
90 746+22 883x10% 0,999  <0,0001 13,1
100 653+1,6 235x10% 0,999  <0,0001 4,8
1,75 g FOS/100 mL
80 90,5+1,3 3,01x10* 0,999 <0,0001 38,8 104,3 0,999
90 765+1,7 7,35x10% 0,999  <0,0001 15,8
100 69,9+3,3 2,03x10° 0,999 <0,0001 5,8
Auséncia FOS
80 90,0+0,5 3,06x10% 0,999 <0,0001 37,8 104,0 0,999
90 76,1+1,7 7,98x10* 0,999 <0,0001 15,3
100 70,2+26 205x10% 0,997  <0,0001 5,7
pH5,4
3,5 g FOS/100 mL
80 86,1+2,9 557x10% 0997  <0,0001 20,8 99,3 0,999
90 649+21 1,47x10% 0998  <0,0001 7,9
100 552+2,4 3,41x10% 0998  <0,0001 3.4
1,75 g FOS/100 mL
80 856+0,8 5,32x10* 0,996 <0,0001 21,7 99,5 0,999
90 658+1,2 1,38x10% 0998  <0,0001 8,4
100 58,1+4,4 328x10% 0995  <0,0001 35
Auséncia FOS
80 852+1,3 5,33x10* 0,996 <0,0001 21,7 100,3 0,999
90 645+1,9 1,41x10% 0999  <0,0001 8,2
100 575+1,7 3,32x10% 0999  <0,0001 3,5

Nota: %R = porcentagem de retencdo de cor; k = constante de velocidade de degradagcdo das
antocianinas; R? = coeficiente de determinacéo; p-Valor = nivel descritivo (significancia); ti> = tempo
de meia vida; Ea = energia de ativacdo; FOS = Frutooligossacarideos.
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Figura 4.5 — Cinética da reacdo de degradacdo das antocianinas do extrato de
pétalas azuis de Clitoria ternatea em pH 3,6 e 5,4 em presenca de 3,5 g FOS/100
mL (A, D), 1,75 g FOS/100 mL (B, E), e auséncia de FOS (C, F) nas temperaturas de
80, 90 e 100 °C.
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As constantes de velocidade, em ambos os valores de pH estudados 3,6 e
5,4, para os extratos em presenca de 1,75 g FOS/100 mL e em auséncia do FOS
foram semelhantes. Para o extrato com 3,5 g FOS/100 mL apresentou valores
superiores nas constantes de velocidade, em ambos os valores de pH, e em todas
as temperaturas estudadas. Observou-se que com o0 aumento da temperatura
ocorreu uma elevacao na constante de velocidade e um decréscimo no tempo de
meia vida. A presenca de FOS nos extratos de pétalas azuis de C. ternatea em
ambos os valores de pH 3,6 e 54 né&o influenciaram na estabilidade das
antocianinas.

Migliorini et al. (2019) verificaram que as antocianinas presentes no extrato de
chicéria vermelha, em pH 3, apresentaram elevada estabilidade a 60 °C, ty2 = 74,23
h. Enquanto, a elevacédo da temperatura para 70, 80, 90 e 100 °C ocasionou um
decréscimo no tempo de meia vida para 17,25, 9,55, 5,24 e 2,25 h, respectivamente.
Maciel et al. (2018) observaram que o extrato de Hibiscus sabdariffa copigmentado
em presenca de acido clorogénico, em pH 3, apresentou tempo de meia vida de 6,7,
2,6 e 1,6 h nas temperaturas de 80, 90 e 100 °C, respectivamente. Sagdic et al.
(2013) verificaram que as antocianinas presentes no extrato de pétalas da Tulipa
gesneriana ‘Negrita’, em pH 3,5, apresentaram tempo de meia vida de 7,18, 2,34 e
1,76 h nas temperaturas de 70, 80 e 90 °C, respectivamente. Kirca, Ozkan e
Cemeroglu (2007) reportaram que as antocianinas presentes no extrato de cenoura
preta apresentaram tempo de meia vida de 25,1 h para a temperatura de 70 °C, 10,0
h para a temperatura de 80 °C, e 6,3 h para a temperatura de 90 °C em pH 3 e pH 4.

Jie et al. (2013) relataram que o tempo de meia vida das antocianinas do
extrato aquoso de polpa de batata doce roxa em pH 5, expostas nas temperaturas
de 80, 90 e 100 °C foram de 25,9, 12,9 e 7,7 h, respectivamente. Hou et al. (2013)
observaram que a principal antocianina presente no arroz preto, cianidina-3-
glucosideo, apresentou um tempo de meia vida de 2,51 h para a temperatura de 80
°C, 1,89 h para a temperatura de 90 °C, e 1,43 h para a temperatura de 100 °C em
solucédo tampéo citrato-fosfato pH 5. Os autores afirmaram que a estabilidade das
antocianinas depende da temperatura e pH associado a estrutura quimica e
copigmentacdo. Kirca, Ozkan e Cemeroglu (2007) verificaram que as antocianinas
do extrato de cenoura preta em solucdo tampéao citrato-fosfato pH 5, apresentaram
um tempo de meia vida de 16,7, 10,0 e 5,6 h nas temperaturas de 70, 80 e 90 °C,

respectivamente.
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Observou-se que para o extrato em pH 3,6 os valores de k foram menores e
maior tempo de meia vida em relacdo ao extrato em pH 5,4. Sui, Dong e Zhou
(2014) observaram que a elevagcdo da temperatura exibiu um impacto maior na
estabilidade das antocianinas do que o aumento do pH 2-6. Hou et al. (2013)
relacionaram a aceleracdo na reacdo de degradacdo de antocianinas do extrato de
arroz preto em funcdo do aumento do pH 1-6, as diferentes formas estruturais das
antocianinas entre as espécies em equilibrio.

A energia de ativacdo (Ea) é a energia necessaria para uma determinada
espécie atingir o estado ativado em uma reacdo quimica (QIU et al., 2018). Valores
elevados de Ea sugerem que 0s compostos presentes no extrato mostraram elevada
estabilidade frente a temperatura. Quanto maior Ea mais lenta sera a velocidade da
reacdo de degradacdo das antocianinas (MIGLIORINI et al., 2018). A partir dos
dados da Tabela 4.2 observa-se que, para a reacdo de degradacdo das antocianinas
presentes nos extratos de pétalas azuis de C. ternatea, sdo levemente superiores
para o extrato em pH 3,6 em presenca e auséncia de FOS em comparacdo ao
extrato com pH 5,4. Em pH 3,6, o extrato com 1,75 g FOS/100 mL apresentou
valores semelhantes de Ea, 104,3 kJ/mol, em relacdo ao extrato em auséncia de
FOS, Ea=104,0 kJ/mol. Enquanto no extrato com 3,5 g FOS/100 mL o valor da
energia de ativacdo foi de 102,1 kJ/mol. Em pH 5,4, os valores de Ea foram
semelhantes para os extratos em auséncia e em presenca de FOS.

Migliorini et al. (2019) verificaram que a Ea para a reacdo de degradacéo das
antocianinas presentes no extrato de chicéria vermelha, em pH 3, foi de 84,88
kJ/mol. Maciel et al. (2018) observaram uma Ea de 94,4 kJ/mol para o extrato de
Hibiscus sabdariffa copigmentado com &cido clorogénico em solucdo tampéao citrato
pH 3. Hou et al. (2013) determinaram valores de Ea da cianidina-3-glucosideo,
presente no arroz preto, de 67,39 e 30,97 kJ/mol em solugdo tampao citrato-fosfato
pH 3 e 5, respectivamente. Jie et al. (2013) verificaram o valor de energia de
ativacao de 66,56 kJ/mol no extrato aquoso de polpa de batata doce roxa em pH 5.

A partir dos resultados obtidos nesse estudo constatou-se que a presenca de
FOS néo influenciou nos valores de Ea bem como ndo aumentou a estabilidade das
antocianinas presentes no extrato. No entanto, pode-se evidenciar que as
antocianinas presentes no extrato aguoso de pétalas azuis de C. ternatea
apresentaram elevada estabilidade nas temperaturas estudadas em ambos os

valores de pH 3,6 e 5,4. Esse resultado associado as variacdes de pH, com um
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amplo espectro de cores, bem como a reversibilidade préxima de 100% na reacgao
de desprotonacdo e protonacdo mostra o potencial, como corante natural, das

antocianinas presentes nesse extrato.

4.3.3 Efeito da Luz

A luz é um dos fatores que acelera a reacdo de degradacdo das antocianinas
influenciando na sua estabilidade. A Tabela 4.3 apresenta os resultados do efeito da
luz em funcdo do tempo na estabilidade das antocianinas presentes no extrato de
pétalas azuis de C. ternatea em pH 3,6 e 5,4, em presenca (1,75 g e 3,5 g FOS/100
mL) e auséncia de frutooligossacarideos.

Os extratos em pH 3,6 expostos a luz, 32+2 °C, por 13920 min apresentaram
porcentagens de retencéo de cor de 35,5 %R para o extrato com 3,5 g FOS/100 mL,
34,6 %R para o extrato com 1,75 g FOS/100 mL, e de 34,4 %R para o extrato em
auséncia de FOS. Enquanto o0s extratos protegidos da luz apresentaram
porcentagens de retencdo de cor superiores comparados aos extratos expostos a
luz, 90,5 %R para o extrato com 3,5 g FOS/100 mL, e 90,1 %R para o extrato com
1,75 g FOS/100 mL e em auséncia de FOS.

A presenca de 3,5 g e 1,75 g FOS/100 mL nos extratos em pH 3,6, expostos e
protegidos da luz, resultaram em um aumento do tempo de meia vida e uma reducéo
nos valores das constantes de velocidade de degradagao das antocianinas. O tempo
de meia vida e a constante de velocidade, para o extrato em auséncia de FOS
exposto a luz foram de 147,1 h e 7,86 x 10> min', e para o extrato protegido da luz
foram de 1639,9 h e 7,06 x 10® min, respectivamente. J& o extrato com 3,5 g
FOS/100 mL exposto a luz apresentou um tempo de meia vida de 151,9 h e k =7,63
X 10 min1, e no extrato protegido da luz o tempo de meia vida foi de 1709,4 he k =
6,82 x 10® min'l. O tempo de meia vida aumentou em 69,5 h no extrato com 3,5 g
FOS/100 mL em relacdo ao extrato em auséncia de FOS, ambos protegidos da luz.
A Figura 4.6 mostra a cinética de fotodegradacdo das antocianinas presentes no
extrato de pétalas azuis de C. ternatea em pH 3,6 na presenca e auséncia de FOS,

e expostos e protegidos da luz.
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Tabela 4.3 - Efeito da luz em funcdo do tempo na estabilidade do extrato de pétalas
azuis de Clitoria ternatea (pH 3,6 e 5,4) em presenca (1,75 g e 3,5 g/100 mL) e
auséncia de frutooligossacarideos

Amostras %R tuz (h) k (mint) R? p-Valor

pH 3,6

Extratos expostos a luz

3,59 FOS 355+3,0 151,9 7,63 x10° 0,998 <0,01

1,75g FOS 34,6 £0,3 147,4 7,84 x 10° 0,999 <0,01

Auséncia FOS 34,4 +0,7 147,1 7,86 x 10° 0,999 <0,01

Extratos protegidos daluz

3,59 FOS 90,5+0,1 1709,4 6,82 x 10°° 0,989 <0,01

1,75 g FOS 90,1+0,6 1693,0 6,99 x 10 0,982 <0,01

Auséncia FOS 90,1 +0,9 1639,9 7,06 x 10° 0,977 <0,01
pHS5,4

Extratos expostos a luz

3,59 FOS 67,5+0,1 484.,8 2,34 x10° 0,998 <0,01

1,759 FOS 48,6 £0,1 278,1 3,98 x 10° 0,930 <0,01

Auséncia FOS 48,3+0,1 264,3 4,41 x10° 0,963 <0,01

Extratos protegidos daluz

3,59 FOS 97,6 £0,7 - - - -

1,75 g FOS 93,4+0,4 - - - -

Auséncia FOS 946+19 - - - -

Nota: %R = porcentagem de retengdo de cor; tiz = tempo de meia vida; k = constante de velocidade
de degradacdo das antocianinas;, R? = coeficiente de determinacdo; p-Valor = nivel descritivo
(significancia); FOS = Frutooligossacarideos.

Figura 4.6 — Cinética de fotodegradagdo das antocianinas do extrato de pétalas
azuis de Clitoria ternatea em pH 3,6 com a presenca (1,75 g e 3,5 g/100 mL) e

auséncia de frutooligossacarideos expostos a luz (A) e protegidos da luz (B)
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Pedro, Granato e Rosso (2016) estudaram a estabilidade das antocianinas
presentes no extrato de arroz preto, em pH 3,6, copigmentado com glicose, &cido
fitico e acido galico na presenca de luz. Os autores observaram um aumento no
tempo de meia vida de 14,06 h, controle, para 15,58, 15,72 e 16,50 h com a

presenca da glicose, acido fitico e acido galico, respectivamente. Observaram que a
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presenca dos copigmentos originou uma reducdo nos valores das constantes de
velocidade de degradacdo das antocianinas do extrato de arroz preto. Askar et al.
(2015) verificaram que as antocianinas do extrato de pétalas de rosella, em pH 4,
apresentaram um tempo de meia de 1,16 h e k = 0,010 min* sob a luz solar com
temperatura entre 25 a 60 °C.

Os extratos de pétalas azuis de C. ternatea em pH 5,4 apresentaram
porcentagens de retencéo de cor de 67,5 %R para o extrato com 3,5 g FOS/100 mL,
48,6 %R para o extrato com 1,75 g FOS/100 mL, e de 48,3 %R para o extrato com
auséncia de FOS apos a exposicdo a luz por 18900 min, Tabela 4.3. Enquanto, 0s
extratos protegidos da luz apresentaram porcentagens de retencdo de cor
superiores, 97,6, 93,4 e 94,6 %R para os extratos com 3,5 g FOS/100 mL, 1,75 g
FOS/100 mL e em auséncia de FOS, respectivamente. A presenca do FOS nos
extratos em pH 5,4, expostos a luz, proporcionaram um aumento do tempo de meia
vida e a reducédo das constantes de velocidade de degradacdo das antocianinas. O
maior tempo de meia vida, ti2 = 484,8 h, foi observado no extrato com 3,5 g
FOS/100 mL exposto a luz associado a menor constante de velocidade, k = 2,34 x
10° min. O extrato em auséncia de FOS, exposto a luz, apresentou um tempo de
meia vida de 264,3 h e k = 4,41 x 10° mint. Os extratos protegidos da luz
apresentaram uma elevada estabilidade, a absorbancia do extrato se manteve
praticamente constante durante o periodo de estudo. Assim, impossibilitou o célculo
da constante de velocidade de degradacdo das antocianinas e o tempo de meia
vida. A Figura 4.7 mostra a cinética de fotodegradacdo das antocianinas presentes
no extrato de pétalas azuis de C. ternatea em pH 5,4, na presenca e auséncia de
FOS, exposto a luz.

Esses resultados evidenciaram que a exposi¢do a luz ocasionou um aumento
na reacao de fotodegradacao das antocianinas presentes no extrato de pétalas azuis
de C. ternatea. Sendo que a presenca de FOS proporcionou um efeito protetor frente
a fotodegradacado das antocianinas ternatinas em pH 3,6 e 5,4, no qual o extrato em
pH 5,4 exibiu um maior tempo de meia vida associado a menor constante de
velocidade de degradacdo. Os extratos protegidos da luz apresentaram valores
muito superiores de retencdo de cor. Essa informacdo sugere a importancia da
utilizacdo de embalagens escuras pelas industrias de alimentos para a manutencao
da cor das antocianinas ao serem utilizadas como corantes naturais. Nao foram

encontrados trabalhos na literatura utilizando o FOS como copigmento para
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antocianinas, portanto novos estudos sdo necessarios para avaliar o efeito protetor

frente a fotodegradacdo.

Figura 4.7 — Cinética de fotodegradacdo das antocianinas do extrato de pétalas
azuis de Clitoria ternatea em pH 5,4 com a presenca (1,75 g e 3,5 g/100 mL) e
auséncia de frutooligossacarideos expostos a luz.
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4.4 CONCLUSOES

Os compostos tentativamente identificados por UHPLC-Q-TOF-MS/MS em
ambos os extratos, bruto liofilizado e parcialmente purificado, foram as ternatinas B2
ou B3, ternatina B4, ternatina D2, derivados de delfinidina (m/z 830,21 e m/z
903,22), miricetina-3-(2¢-rutinosideo-ramnosil), epigalocatequina-3-galato,
guercetina-3-(2¢-rutinosideo-ramnosil), kaempferol-3-(2¢-rutinosideo-ramnosil),
kaempferol-3-neohesperidosideo, e kaempferol-3-O-(2”-O-a-rhamnosil-6"-O-malonil)-
B-glicosideo. Esse € o primeiro trabalho que identifica a presenca do
epigalocatequina-3-galato em extrato aquoso bruto liofilizado e parcialmente
purificado de pétalas azuis de C. ternatea.

A titulacdo espectrofotométrica direta/reversa mostrou que as antocianinas
apresentaram alteracfes estruturais com mudancas na cor com a variacdo do pH, e
reversibilidade estrutural com a preservacédo da atividade antioxidante. Os extratos

aguosos em pH 3,6 e 5,4, em presenca e auséncia de FOS, exibiram uma alta
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estabilidade térmica em 60 e 70 °C e uma elevacéo na taxa de degradacao entre 80
a 100 °C. A energia de ativacao foi elevada para ambos os extratos. A adicdo de
FOS nos extratos em pH 3,6 e 5,4 expostos a luz proporcionou um efeito protetor
contra a fotodegradagao das antocianinas ternatinas. Esses resultados evidenciam
gue as antocianinas ternatinas e derivados de delfinidina presentes no extrato
aguoso de pétalas azuis de C. ternatea apresentaram alta estabilidade frente ao pH,
temperatura e luz. As conclusfes associadas a estrutura quimica das ternatinas
evidenciam que as cadeias laterais, favorecem ao empilhamento intramolecular com
a por¢do do cromoforo, protegendo-o do ataque nucleofilico pela agua.

As antocianinas ternatinas tém grande potencial para serem usadas como
corantes naturais pela industria de alimentos. Estudos com diferentes extratos
antocianicos sdo necessarios para avaliar o efeito protetor do FOS frente a

exposicdo a luz.
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