UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE ALIMENTOS
CURSO SUPERIOR DE TECNOLOGIA EM ALIMENTOS

NAIMY FERNANDA MACHADO CORREA DOS SANTOS

EXTRAGAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE FLOR DE Clitoria

ternatea

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

LONDRINA
2022



NAIMY FERNANDA MACHADO CORREA DOS SANTOS

EXTRAGAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE FLOR DE Clitoria

ternatea

Extraction of bioactive compounds from Clitoria ternatea flower

©0Re

4.0 Internacional

Trabalho de Conclusdao de Curso de
graduagdo apresentado como requisito
para obtencgao do titulo de Tecndlogo em
Alimentos do Curso Superior em
Tecnologia em Alimentos da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana - UTFPR
campus Londrina.

Orientador: Profa. Dra. Marianne Ayumi
Shirai
Coorientadora: Profa. Dra. Caroline Maria
Calliari

LONDRINA
2022

Esta licenga permite remixe, adaptagao e criagéo a partir do trabalho, para fins
nao comerciais, desde que sejam atribuidos créditos ao(s) autor(es) e que
licenciem as novas criagcdes sob termos idénticos. Conteudos elaborados por
terceiros, citados e referenciados nesta obra ndo sédo cobertos pela licenga.


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

NAIMY FERNANDA MACHADO CORREA DOS SANTOS

EXTRAGAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE FLOR DE Clitoria ternatea

Trabalho de Conclusao de Curso de Graduagao para
obtencdo do titulo de Tecndlogo em Alimentos da
Universidade Tecnolégica Federal do Parana
(UTFPR).

Data de aprovacgao: 23 de novembro de 2022.

Marianne Ayumi Shirai - Orientadora
Doutorado em Ciéncia de Alimentos pela Universidade Estadual de Londrina
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana

Ana Flavia de Oliveira — Membro avaliador
Doutorado em Nutricao pela Universidade Federal de Sao Paulo
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana

Marly Sayuri Katsuda — Membro avaliador
Doutorado em Ciéncia de Alimentos pela Universidade Estadual de Londrina
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana

LONDRINA
2022



Este trabalho de conclusao de curso &
dedicado a minha familia e amigos, por
acreditarem em mim e me apoiarem
durante minha graduacgéo.



AGRADECIMENTOS

Ao longo desta trajetoria os desafios foram grandes, por isso, agradeco
primeiramente a Deus por ter me permitido, ter saude para apresentar este trabalho
em tempos tao dificeis como os atuais, ter guiado meus passos me dando sabedoria
para chegar até aqui.

Agradeco a minha familia, em especial a minha méae Gisele, pois, sem ela
seria impossivel chegar até aqui, obrigada pelo esforgo para me manter na faculdade
e pelas lutas diarias que vencemos ao longo desta trajetoria.

Aos meus amigos que estiveram do meu lado durante todo esse periodo me
incentivando e sempre me mantendo no caminho, minha sincera gratidao, levarei
VOCés para a vida.

Agradeco a minha excelente orientadora, Dra. Marianne Ayumi Shirai, por sua
paciéncia, gentileza e sabedoria que foram dedicas a mim durante a construgao deste
trabalho.

Agradeco ao Laboratério Multiusuario do campus Londrina da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana pelas analises realizadas.

E os demais professores, mestres e colegas de sala que passaram por mim
durante este periodo, contribuindo para minha formagdo académica e me

transmitindo, além de conhecimento, licdes que irei carregar para o resto da vida.



A competitividade de um pais ndo comeca
nas industrias ou nos laboratorios de
engenharia. Ela comecga na sala de aula.

(LACOCCA, 2019)



RESUMO

A flor de feijao borboleta (Clitoria ternatea) € considerada uma planta alimenticia ndo
convencional (PANC), sendo utilizada no preparo de chas e diferentes alimentos na
Asia. Estudos tém demonstrado que a flor de feijdo borboleta possui consideravel
concentragcao de compostos bioativos benéficos a saude humana, mostrando-se como
um potencial ingrediente para a industria de alimentos. O objetivo deste trabalho foi
extrair os compostos bioativos da flor de feijao borboleta. Para isso, empregou-se um
planejamento fatorial 23, com repeticdo no ponto central, para avaliar o efeito da
concentracéo de etanol (0 a 80%), tempo (30 a 90 minutos) e temperatura (40 a 80°C)
de extracdo na concentracdo de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante,
determinados pelos métodos de reducgéao do ferro (FRAP) e captura dos radicais livres
DPPH e ABTS. Os resultados indicaram que agua destilada a 40°C por 30 minutos foi
a melhor condi¢cdo para extracdo de compostos fendlicos. Além disso, o modelo
matematico gerado possuiu bom ajuste (R?>=0,92). Os extratos obtidos apresentaram
expressiva atividade antioxidante pelos métodos avaliados, sendo este fato associado
a presenga de compostos fendlicos. Com este trabalho foi possivel detectar que a flor
de feijao borboleta possui grande potencial para ser aplicado na industria alimenticia
com diversas propriedades benéficas para os consumidores.

Palavras-chave: PANC; antioxidante; antocianinas; compostos fendlicos.



ABSTRACT

The butterfly bean flower (Clitoria ternatea) is considered an unconventional food plant
(PANC), being used in the preparation of teas and different foods in Asia. Studies have
shown that the butterfly bean flower has a considerable concentration of bioactive
compounds beneficial to human health, showing itself as a potential ingredient for the
food industry. The objective of this work was to extract the bioactive compounds from
the butterfly bean flower. For this, a 23 factorial design was used, with repetition at the
central point, to evaluate the effect of ethanol concentration (0 to 80%), time (30 to 90
minutes), and temperature (40 to 80°C) of extraction in the concentration of total
phenolic compounds and antioxidant activity, determined by the methods of iron
reduction (FRAP) and capture of free radicals DPPH and ABTS. The results indicated
that distilled water at 40°C for 30 minutes was the best condition for the extraction of
phenolic compounds. In addition, the generated mathematical model had a good fit
(R?=0.92). The extracts obtained showed significant antioxidant activity by the methods
evaluated, which is associated with the presence of phenolic compounds. With this
work, it was possible to conclude that the butterfly bean flower has great potential to
be applied in the food industry with several beneficial properties for consumers.

Keywords: Unconventional food plant; antioxidant; anthocyanins; phenolic
compounds.
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1 INTRODUGAO

Além dos fins medicinais, culturais, aproveitamento para tecnologias e
combustdo, os seres humanos também consomem plantas para fins alimenticios
(ABREU et al., 2001). Dentro do variado espectro de alimentos disponiveis para os
seres humanos ha as plantas alimenticias ndo convencionais (PANC), que sédo as que
nao sao produzidas ou consumidas em larga escala, podendo ser cultivadas ou
silvestres, nativas ou exdticas, espontaneas ou ndo, desde que passiveis de uso
enquanto alimento (KINUPP; LORENZI, 2014).

No Brasil, pequenos agricultores consideravam diversas PANC prejudiciais as
suas plantagdes, porém, com a habitualidade de uso, atualmente elas tornaram-se
parte da vegetagdo nativa onde o0s pequenos agricultores as cultivam sem
necessidade de insumos e apropriacdo e preparo de novas terras, por se
desenvolverem em ambientes naturais (BARREIRA et al, 2015).

As PANC tém sido bastante empregadas na dieta alimentar e como fonte
alternativa de renda para comunidades rurais, fomentando a economia local e nutrindo
comunidades periféricas, fortalecendo a soberania alimentar (BARREIRA et al, 2015).
Seu consumo pode ser estratégico para a manutencao da diversidade alimentar, com
baixo impacto na agricultura e melhoria na nutrigdo por conta de seu valor nutricional
elevado (RANIERI; ZANIRATO, 2021).

A utilizagdo das PANC faz parte da histéria da agricultura no Brasil, porém ainda
ha poucas informagdes sobre o verdadeiro potencial desse recurso alimentar,
informacao ainda desconhecida por uma parcela significativa da populagao. As PANC
estao sendo alvo de estudo por possuir compostos bioativos considerados benéficos
a saude (LEAL et al., 2020).

Dentre as PANC, destaca-se a Clitoria ternatea, comumente conhecida no
Brasil como feijao borboleta ou cunha e cultivada em regides de climas subtropical e
tropical (SELVARA; VINAYAGAM; VARADAVENKATESAN, 2020). O feijao borboleta
pertence a familia Fabaceae e possui flores em formato de concha e com coloragao
azul e branca que através de analises quantitativas constatou-se a presenca de
compostos bioativos como alcalbides, taninos, glicosideos, resinas, esteroides,
saponinas, flavondides e fendis (MANJULA et al., 2013). As pétalas da flor de feijao

borboleta se destaca pela intensa coloragdo azul em razdo da presenga de
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antocianinas, como as ternatinas A1, A2, B1, B2, D1 e D2 (CHAYARATANASIN et al.,
2015).

Considerando que a flor de feijao borboleta é muito utilizada no preparo de chas
por infusdo em agua quente e que o0 seu extrato aquoso possui consideravel
concentracdo de compostos bioativos com potencial aplicagdo em alimentos, este
projeto estudou diferentes condi¢gées para maximizar a extracao de seus compostos
bioativos.
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2 OBJETIVO

Otimizar o processo de extracdo de compostos bioativos da flor de feijao

borboleta (Clitoria ternatea).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Avaliar diferentes concentragcdes de etanol, temperatura e tempo de extragao

de compostos bioativos da flor de feijao borboleta;
° Analisar a concentracdo de compostos fendlicos totais nos extratos obtidos;

) Determinar a capacidade antioxidante pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP

dos extratos obtidos.



13

3. FLOR DE Clitoria Ternatea

O feijao borboleta (Clitoria ternatea) € comumente conhecido como planta
trepadeira, encontrada na regido sudeste da Asia e pertence & familia Fabaceae
(ZAKARIA et al., 2018). Visualmente as flores desta PANC variam entre as cores azul-
escuro, azul-claro, branco e malva (Figura 1), podendo ser usada como corante
natural na preparacgao de alimentos a base de agua, como arroz, macarrao e pao; nas
carnes brancas como o frango e o peixe empanado e nas confecgdes de drinks e chas
(MUHAMMAD; RABETA, 2018).

Figura 1 - Flor de feijao borboleta

Fonte: Reckziegel (2020).

Esteticamente as folhas da Clitoria ternatea sao pinadas, com pinulas que
podem ser elipticas ou oblongas com comprimento e largura variando entre 2,5 a 5,0
centimetros e 2,0 a 3,2 centimetros. Elas possuem vagens de sementes com bico
plano e com comprimento de 5 a 7 centimetros. A semente tem forma oval e apresenta
cor marrom-escuro, com comprimento variando entre 4,5 a 7,0 milimetros e com 3 a
4 milimetros de largura. A raiz principal da planta possui muitas raizes laterais (KOSAI,
et al., 2015).

A flor de feijao borboleta (FB) é rica em compostos fendlicos como os
flavonoides, com destaque para as antocianinas (MORAIS, 2020). O feijao borboleta,
especialmente na Asia, € uma planta conhecida por suas propriedades bioldgicas,
possuindo efeito antidepressivo, ansiolitico, anti-inflamatério, antioxidante,

antienvelhecimento, antidiabético, ansiolitico e antiestresse e ainda é considerado um
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corante natural. Entende-se que o FB possui varios beneficios ndo s6 para o ser

humano, mas também & uma planta com 6timo potencial para a industria de alimentos.

3.1 COMPOSTOS BIOATIVOS DA FLOR DE Clitoria Ternatea

Os compostos fendlicos sao produtos do metabolismo secundario vegetal que
possuem um ou mais aneis aromaticos em sua estrutura, o que lhes permite atuar
como agentes redutores (ARNOSO; COSTA; SCHMIDT, 2019). Estes compostos
possuem agao antioxidante pelo mecanismo primario, quando ha a neutralizagdo da
cadeia de radicais cedendo hidrogénio ao radical livre, e assumindo a forma de radical
estavel (REISCHE; LILLARD; EITENMILLER, 2002). Todavia, a eficacia da agao
oxidante depende da concentragdo do composto no alimento e da estrutura quimica
(BOMFIM et al., 2017).

As antocianinas, por exemplo, sdo compostos bioativos com propriedades
antioxidantes, antimicrobianos, antidiabéticos e anticancerigenos. De acordo com
Khoo et al. (2016) elas sao usadas como alimento funcional e aditivo alimentar. As
antocianinas sao pigmentos soluveis em agua, que estruturalmente sao formados por
glicosideos e possuem um espectro de cor variando entre violeta, vermelho e azul,
dependendo do grau de hidroxilagéo, padrao de glicosilagédo, padrao de metilagdo dos
anéis aromaticos e do pH (ARNOSO; COSTA; SCHMIDT, 2019). Nas flores de FB as
antocianinas predominantes sao as ternatinas A1, A2, B1, B2, D1 e D2, de coloragao
azul (CHAYARATANASIN et al., 2015).

Existem também outros compostos presentes no cha de FB que sao soluveis e
indispensaveis para sabor e aroma do cha, possuindo também proteinas, flavondides
como campferol e glicosideos de miricetina, acidos graxos (palmitico, estearico,
petroselinicos, araquidico, beénico e fitanico), fitosterdis como campesterol,
estigmasterol, [B-sitosterol e sitostanol, tocois polissacarideos, vitaminas e sais
minerais (AZIMA; NORIHAM; MANSHOOR, 2017; KAZUMA et al., 2003).

Em razao da significativa concentragcdo de compostos bioativos, as flores de
FB podem ser empregadas como fontes naturais de antioxidantes, corantes e como
suplemento na industria de alimentos e farmacéutica (JEYARAJ; LIM; CHOO, 2021).

Para a extracdo de compostos fendlicos de plantas, os métodos sao variados,
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principalmente devido a natureza complexa da matriz e, também pela presenca de
flavonoides com diferentes formas.

Para alcancar a alta eficiéncia do processo de extracdo deve-se atentar ao tipo
de solvente, a proporcdo de solido e liquido, temperatura de extragcdo, tempo de
extracao e tempo de agitagcdo podem afetar o rendimento de extragdo de compostos
bioativos das flores de FB (NGUYEN et al., 2016, ROCHA et al., 2020). Quando se
considera a aplicagado do extrato em alimentos, solventes organicos potencialmente
téxicos devem ser evitados (KHOO et al., 2017; CHEMAT et al., 2019)

Entre os solventes comumente utilizados, na literatura, a extragao de fendlicos
se da com o uso de etanol, metanol, acetona ou a mistura destes com agua, mas para
aplicacédo em alimentos, pelo carater digestivo, os fendlicos séo preferencialmente
extraidos com etanol e agua por serem considerados biocompativeis e mais

econdmicos do que os outros solventes (ILAYARAJA et al., 2015).

3.2 APLICAGAO DA Clitoria Ternatea EM ALIMENTOS

A Clitoria ternatea € uma planta que vem sendo alvo da culinaria funcional que
busca substitutos saudaveis para ingredientes tradicionalmente utilizados (TULER;
PEIXOTO; SILVA, 2019). A gastronomia funcional busca combinar ingredientes dentro
das preparagdes que vao além do sabor, valorizando todos os nutrientes presentes
no alimento, focando na combinagao nutricional para atender as necessidades de
cada pessoa. Os alimentos funcionais trazem como aspiragao a promessa de ajudar
na prevengao e cura de doengas como para determinados tipos de cancer, alergias,
problemas intestinais e gastricos, etc. (RAUD, 2008)

A flor de FB, por sua tonalidade azul intensa é considerado um corante natural
e tem sido popularmente utilizado em diversos alimentos, bebidas e sobremesas na
Asia (FERNANDES et al., 2019). O modo mais comum de consumo de flor de FB é
na forma de cha. Entretanto, estudos vem sendo realizados para incorporar as flores
de FB em diferentes formulacdes de alimentos no sentido de fortifica-los com seus
compostos bioativos. Pasukamonset et al. (2018) adicionaram diferentes
concentracdes de extrato de flor de FB em bolo e observaram significativo aumento
na concentracdo de compostos fendlicos, atividade antioxidante e reducdo da
peroxidacao de lipideos. Além disso, o bolo com extrato teve uma boa aceitagéo

sensorial.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho teve carater experimental e consistiu em uma pesquisa
quantitativa, com realizacdo de analises fisico-quimicas nos laboratérios de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — Campus

Londrina, no periodo de junho a novembro de 2021.

4.1. MATERIAL

A flor de feijao borboleta foi adquirida da empresa Fada Azul localizada na
cidade de Corguinho, no estado de Mato Grosso do Sul, na forma desidratada.

Para a extracdo, utilizou-se como solventes a agua destilada e etanol. Para
andlises da atividade antioxidante usou-se 2,2-difenil-2-picril-hidrazil hidratado
(DPPH), o hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcromano-2-carboxilato (Trolox), 2,4,6-tri(2-piridil)-
1,3,5-triazina (TPTZ) e 2,2 azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS).
Para determinacdo de compostos fendlicos totais foi usado o reagente de Folin-

Ciocalteu, acido galico e carbonato de sédio.

4.2 METODOS

Neste tépico serdo descritas as condigdes estudadas para extragao dos
compostos bioativos de flor de FB e a caracterizagdo dos extratos em termos de
concentracdo de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados sdo expressos

como a média desses ensaios + desvio padrao.

4.2.1 Extragcao dos compostos bioativos

Para a extragao dos compostos bioativos de feijao borboleta foi empregado um
planejamento fatorial 23, com trés repetigdes no ponto central, totalizando 11 ensaios.
As variaveis estudadas foram concentragéo de etanol: agua (0 a 80%), tempo (30 a

90 minutos) e temperatura (40 a 80°C), conforme a Tabela 1. Para todos os ensaios,
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1 g de flor desidratada de feijao borboleta triturada com liquidificador e 20 ml de
solvente foram adicionados em tubos Falcon e manteve-se por tempo e temperatura
entre 30 e 90 minutos e entre 40 e 80°C, respectivamente. Apds a mistura foi filtrada

e o extrato obtido foi congelado para posteriormente se fazer as analises.

Tabela 1 — Planejamento fatorial 23 para extragdo de compostos bioativos de flor de FB

Ensaio Etanol (%) Tempo (min) Temperatura (°C)
1 0(-1) 30 (-1) 40 (-1)

2 80 (1) 30 (-1) 80 (-1)
3 0 (-1) 90 (1) 40 (-1)
4 80 (1) 90 (1) 80 (-1)
5 0 (-1) 30 (-1) 40 (1)
6 0(1) 30 (-1) 80 (1)
7 80 (-1) 90 (1) 40 (1)
8 80 (1) 90 (1) 80 (1)
9 40 (0) 60 (0) 60 (0)
10 40 (0) 60 (0) 60 (0)
11 40 (0) 60 (0) 60 (0)

Fonte: Autoria prépria (2022).

4.2.2 Teor de compostos fendlicos

O teor de compostos fendlicos foi determinado utilizando-se o reagente de
Folin-Ciocalteu. Em tubos de ensaio foram misturados 200 pL do extrato e 1000 yL do
reagente de Folin-Ciocalteu (10%, v/v). Em seguida foram adicionados 800 pL de
solugao de carbonato de sddio (7,5%, m/v) e os tubos foram mantidos em ambiente
escuro por 2 h para reacdao. Um branco foi preparado substituindo-se o extrato por
agua destilada. A absorbancia € medida a 765 nm em espectrofotometro UV-Vis
(Biochrom, modelo Libra, Inglaterra). Uma curva analitica foi construida utilizando
diferentes concentracdes de acido galico (SINGLETON; ROSSI, 1965).

4.2.3 Capacidade antioxidante pelo método de reducao do ferro (FRAP)

A capacidade antioxidante feita pela redug¢ao do ferro (FRAP) foi determinada
de acordo com Rufino et al. (2006). Para obtenc¢do do reagente FRAP misturou-se a
solugao 10 mM de TPTZ (2,4,6 tris (2-piridil) — triazina) em tampao acetato 0,3 M (pH
3,6), 40 mM de solugao HCI e solugao aquosa de cloreto férrico 20 mM (10:1:1, v/v/v).

Uma curva padrao de trolox foi construida para expressar os resultados.
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4.2.4 Capacidade antioxidante pela captura do radical livre DPPH

A capacidade antioxidante pela captura do radical livre DPPH se deu de acordo
com Rufino et al. (2007b). O volume de 3900 pL de uma solu¢do de DPPH a 0,06 mM
foi misturado a 1000 pL de extrato e incubado no escuro por 30 min a temperatura
ambiente. A leitura da absorbancia foi feita a 515 nm em espectrofotémetro UV-Vis.

Os resultados foram expressos em % de inibigao.

4.2.5 Capacidade antioxidante pela captura do radical livre ABTS

Inicialmente foi preparada uma solucéo estoque de ABTS 7mM e persulfato de
potassio 140 mM. Para o preparo do radical ABTS (ABTS-*), 5 mL da solugéo estoque
de ABTS foi misturada com 88 L da solugao de persulfato de potassio e mantida em
ambiente escuro, a temperatura ambiente, por 16 horas.

Em seguida, 1 mL desta mistura foi diluido em alcool etilico até se obter uma
absorbancia de 0,70 £ 0,05 a 734 nm. Em seguida, uma aliquota de 30 uL de cada
diluicao do extrato foi adicionado em tubos de ensaio com 3,0 mL do radical ABTS*+
e apds 6 minutos de repouso em ambiente escuro, realizou-se a leitura em 734 nm
em espectrofotdmetro UV-Vis (Biochrom, modelo Libra, Inglaterra) utilizando alcool
etilico como branco para a calibragdo do equipamento (RUFINO et al., 2007a). Uma

curva padrao de trolox foi construida para expressar os resultados.

4.3. TRATAMENTO DOS DADOS

Modelos polinominais foram ajustados aos dados de concentragdo de
compostos fendlicos totais, ABTS, DPPH e FRAP utilizando o programa Statistica
14.0.0.15 (TIBCO Software Inc., EUA).

Y =bo + b1 X1+ b2 X2+ b3 X3+ b12 X1 X2 + b1z X1 X3 + b2z X2 X3

Em que Y é a resposta; bo € o valor médio, b1, b2 e b3 sdo os coeficientes de
regressao de efeito linear; b1z, b13, b23 sdo coeficientes de regressao de interacao; e
X1, X2 e X3 sdo as variaveis independentes. A analise de variancia (ANOVA) ao nivel
de 5% de significancia foi conduzida para avaliar o nivel de significancia, o coeficiente
de determinagao (R?), o coeficiente de determinagéo ajustado (R?j) e a falta de ajuste

do modelo matematico para as respostas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 encontram-se os resultados da concentragdo de compostos
fendlicos totais extraidos das flores de FB e da atividade antioxidante nas condi¢des
definidas pelo planejamento fatorial. Na Tabela 3 estdo apresentados os coeficientes

de regressao e analise de variancia dos modelos matematicos das respostas.

Tabela 2 — Respostas da concentragdao de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante
de extrato de flor de FB

Ensaio Etanol Tempo Temperatura Fendlicos FRAP DPPH ABTS
(%) (min) (°C) totais (mg (UM Trolox/ g (% inibigdo) (uM Trolox/ g de
EAG/g deflor  de flor seca) flor seca)
seca)
1 0(-1) 30¢(-1) 40 (-1) 18,37 £ 0,15 19238,63 + 5,87 54,60 £ 2,74 340750,00 £ 11577
2 80 (1) 30(-1) 80 (-1) 17,22 +1,52 19236,47 +7,88 60,39 +1,32 306027,78 + 9765
3 0(-1) 90(1) 40 (-1) 16,10 £ 0,21 19259,47 +3,87 56,73 +2,11 322416,67 + 13718
4 80 (1) 90(1) 80 (-1) 12,44 £ 0,65 19253,88+4,02 58,01+0,90 324361,11 +8007
5 0(-1) 30(-1) 40 (1) 14,83+ 0,17 19195,63 +11,62 79,43 +1,28 337694,44 + 3469
6 80 (1) 30 (-1) 80 (1) 14,71 £ 0,65 19213,05+22,87 75,62 +1,28 321583,33 £ 7500
7 0(-1) 90(1) 40 (1) 749+1,66 19209,22 +3,74 79,43 +0,21 337416,67 £ 41857
8 80 (1) 90(1) 80 (1) 10,97 £1,98 19242,30 +5,50 76,19+ 3,36 338250,00 + 14529
9 40 (0) 60(0) 60 (0) 12,77 £1,67 19225,72+ 3,05 57,31+1,96 362138,89 £ 37807
10  40(0) 60 (0) 60 (0) 12,50 £+ 0,42 19230,88 +4,42 58,10 +2,28 350194,44 + 3469
11 40 (0) 60(0) 60 (0) 12,74 £1,82  19199,05+ 34,96 66,48 £1,25 321305,56 + 18358
Fonte: Autoria prépria (2022).
Tabela 3 — Coeficientes de regresséao e andlise de variancia
Fatores Compostos FRAP DPPH ABTS
Fendlicos

Média 14,05* 19227,66* 65,65* 332921,7*

Etanol -1,65* -16,03 10,10* 5173,6

Tempo 10,14 2048,6

Temperatura 0,59 5,34 -6006,9

Etanol x Tempo 1,07* 0,57 2048,6

Etanol x Temperatura 1,05% -1,77 2187,5

Tempo x Temperatura 6701,4

Falta de ajuste 2,84 388,13 109,36 6,06E+08

R2 0,92 0,79 0,84 0,39

R2,; 0,87 0,64 0,79 0

*significativo ao nivel de 5% (p<0,05)

Fonte: Autoria prépria (2022).
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A concentragao de compostos fendlicos variou de 7,49 + 1,66 a 18,37 £ 0,15
mg para cada 1 g de flor seca. Nascimento et al. (2021) encontraram valores préximos
de compostos fendlicos de 9,43 + 1,77 a 17,94 £ 0,63 mg EAG/g de flor seca em
extrato de flor de FB com experimentos sob as mesmas condi¢gées de concentragao
de etanol e temperatura, ou seja, a 40°C, com solvente sendo a agua e tempo de
processo de 30 minutos. Mehmood et al. (2019) obtiveram valores maiores de
compostos fendlicos na mesma condigdo de extragao (72 mg EAG/g amostra) e por
ultrassom (87 mg EAG/g amostra) a 50°C utilizando agua como solvente.

Diferentemente, Azima, Noriham e Manshoor (2017) quantificaram 76,9 mg
EAG/ g de compostos fendlicos em extrato aquoso obtido a 100 °C por 10 min e
aparentemente, a alta temperatura ndo degradou os compostos fenélicos conforme
observado no presente estudo. Por outro lado, Escher et al. (2020) obteve
concentragcbes menores de 5,94 a 6,92 mg EAG/g, em extragdes sob temperaturas e
concentracdes variadas, sendo o maximo obtido a 40°C por 30 minutos, entrando em
acordo com os resultados deste projeto.

O maior valor de compostos fendlicos (18,37 £ 0,15 mg EAG/g de flor seca) foi
observado quando se utilizou agua destilada a 40°C por 30 minutos e o oposto foi
verificado quando foi empregado agua destilada a 40°C com tempo de 90 minutos,
sugerindo que maiores tempos podem degradar os compostos bioativos durante a
extragcdo. Para Nascimento et al. (2022), as melhores condi¢cdes de extragdo foram
similares, sendo os maiores valores de compostos fendlicos obtidos a 40°C por 30
minutos. Conclui-se que ao utilizar a agua, € provavel que ocorra o0 aumento no
inchamento da matriz da planta, conduzindo a elevacado da area de superficie de
contato entre o soluto e solvente e isso pode melhorar o rendimento de extragao de
fendlicos (NASCIMENTO et al., 2021).

Verificou-se que a concentragédo de etanol teve efeito significativo (Tabela 2),
ou seja, quanto maior a concentragdo, menor a extracao de fendlicos (Figura 1 e 2).
Efeito de interacdo entre as variaveis etanol e tempo e etanol e temperatura também
foram significativos, ou seja, quanto menor a concentragdo de etanol e menor a
temperatura, maior é a extracdo de compostos fendlicos. O efeito linear do tempo de
extracao néo foi significativo e considerando os aspectos energéticos, sugere-se que

o menor tempo (30 minutos) do planejamento pode ser empregado.
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Figura 2 — Grafico de superficie de resposta da influéncia do etanol e tempo na concentragio de
compostos fenélicos totais
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Fonte: Autoria prépria (2022).

Figura 3 — Grafico de superficie de resposta da influéncia do etanol e temperatura na
concentragcao de compostos fendlicos totais
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Fonte: Autoria prépria (2022).
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A analise de regressao multipla para os valores de compostos fendlicos
mostrou que o modelo matematico foi significativo (p<0,05), a falta de ajuste nao foi
significativa e explica 92% da variagao dos dados (R?5=0,87).
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O efeito da concentracdo de etanol, tempo e temperatura de extracédo na
capacidade antioxidante dos extratos de FB foi avaliado pelo método de reducéo do
ferro (FRAP), capacidade de captura do radical ABTS e captura do radical DPPH. No
geral, para todos os ensaios realizados os extratos apresentaram consideravel
atividade antioxidante. Os valores de capacidade antioxidante dos ensaios FRAP e
ABTS foram bastante diversos, sendo mais elevado para ABTS e isso € em
decorréncia dos diferentes mecanismos de reacdo que estdo envolvidos em cada
meétodo. O ensaio FRAP é caracterizado pela habilidade de transferir elétrons, que
resulta na reducao dos ions de ferro na presenga de compostos antioxidantes. Ja no
caso do ensaio ABTS, o radical ABTS é de coloragao verde escuro e quando em
contato com um antioxidante, ocorre a redu¢ao do radical, promovendo a perda da
coloragédo do meio reacional (RUFINO et al., 2006; RUFINO et al., 2007a).

No ensaio FRAP houve reducdo na capacidade antioxidante conforme
aumentou-se a concentragdo de etanol, correlacionando com os resultados de
compostos fendlicos encontrados neste trabalho e com o reportado por Nascimento
et al. (2021). Entretanto, as variaveis lineares e de interagdo nao foram significativos
e o valor de R? foi de 0,79.

No ensaio DPPH, houve um aumento expressivo na capacidade antioxidante
em fungdo do aumento da concentragcdo de etanol, sendo que este efeito foi
significativo (p<0,05). Os resultados obtidos corroboram com os verificados por estudo
Nascimento et al. (2022) e Morais (2020). Embora o efeito negativo de interagéo entre
etanol e temperatura nao fosse significativo (p>0,05), este resultado pode ser util para
prever a atividade antioxidante nas condi¢cdes de extragcdo estudadas, indicando que
quanto maior a concentragao de etanol e menor a temperatura, maior a capacidade
antioxidante pelo método DPPH. Este resultado também pode ser visualizado nos

graficos de superficie de resposta gerados, conforme Figuras 4 e 5.
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Figura 4 — Grafico de superficie de resposta da influéncia do etanol e tempo na atividade
antioxidante DPPH
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Figura 5 — Grafico de superficie de resposta da influéncia do etanol e temperatura na atividade
antioxidante DPPH
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Fonte: Autoria propria (2022).

A analise de regressao multipla para os valores de DPPH mostrou que o modelo
matematico foi significativo (p<0,05), a falta de ajuste n&o foi significativa, o R? foi de
0,84 e R?,; foi de 0,79, sugerindo um ajuste moderado para o presente estudo.

Para a capacidade antioxidante do ensaio ABTS, as variaveis estudadas nao

foram significativas e os valores de R? e R?;j foram bastante baixos. Isso indica que o
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modelo matematico gerado nédo é capaz de descrever o efeito das variaveis tempo,
temperatura e concentragcao de etanol nos niveis estabelecidos neste estudo para a

capacidade antioxidante por ABTS.
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6 CONCLUSAO

Com o presente estudo verificou-se que a flor de Clitoria ternatea apresentou
consideravel atividade antioxidante pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP, devido a
presenca de compostos fendlicos.

A metodologia de superficie de resposta foi eficiente na estimativa do efeito das
variaveis concentracdo de etanol, tempo e temperatura de extracdo de compostos
bioativos de flor de FB. Assim, agua destilada associada ao menor tempo (30 minutos)
e temperatura (40°C) de extragdo mostrou maior rendimento de extragcdo de

compostos fendlicos totais e consequentemente maior atividade antioxidante.
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