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Resumo

A Clitoria ternatea L. (CT) é uma planta nativa da Asia Tropical, popularmente identificada no Brasil como feijao-
borboleta. Seus extratos possuem uma ampla gama de atividades farmacologicas, além disso as flores da CT possuem
significativa quantidade de compostos fendlicos e antocianinas. O objetivo geral deste estudo foi avaliar o efeito da
concentracdo de etanol na extragdo de compostos fenolicos da flor de CT e determinar a capacidade antioxidante in
vitro por intermédio da metodologia de reducdo do ferro (FRAP) e pelo método de eliminacdo do radical livre 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). Os resultados apresentados pela pesquisa evidenciaram que a dgua em temperatura
ambiente mostrou-se como melhor solvente para extracdo de compostos fenélicos das flores de CT. Entre os métodos
de atividade antioxidante avaliados, apenas o FRAP mostrou forte correlagdo com a concentracdo de compostos
fendlicos totais. Os resultados deste estudo demonstram extrema relevancia devido a capacidade de extragdo de
bioativos que podem ser empregados na industria alimenticia.

Palavras-chave: Composto bioativo; DPPH; FRAP; Feijdo borboleta.

Abstract

Clitoria ternatea L. (CT) is a plant native from Tropical Asia, popularly identified in Brazil as butterfly bean. Its
extracts have a wide range of pharmacological activities, in addition, CT flowers have a significant amount of
phenolic compounds and anthocyanins. The general goal of this study was to evaluate the effect of ethanol
concentration on the extraction of phenolic compounds from CT flower and also evaluate the antioxidant capacity by
the method based on the elimination of the free radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazy (DPPH) and iron reduction
(FRAP). The results presented by the research demonstrated that water at room temperature proved to be the best
solvent for extracting phenolic compounds from CT flowers. Among the evaluated methods of antioxidant activity,
only FRAP showed a strong correlation with the concentration of total phenolic compounds. The results of this study
are extremely relevant due to the capacity of bioactive extraction that could be employed in the food industry.
Keywords: Bioactive compound; DPPH; FRAP; Butterfly beans.

Resumen

Clitoria ternatea L. (CT) es una planta originaria de Asia tropical, popularmente identificada en Brasil como frijol
mariposa. Sus extractos tienen una amplia gama de actividades farmacoldgicas, ademas, las flores de CT tienen una
cantidad significativa de compuestos fendlicos y antocianinas. El objetivo general de este estudio fue evaluar el efecto
de la concentracion de etanol en la extraccion de compuestos fendlicos de la flor de CT y también evaluar la
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capacidad antioxidante por el método basado en la eliminacion del radical libre 1,1-difenil-2-picrylhydrazy (DPPH) y
reduccion de hierro (FRAP). Los resultados presentados por la investigacion demostraron que el agua a temperatura
ambiente resultd ser el mejor solvente para extraer compuestos fenélicos de flores CT. Entre los métodos evaluados
de actividad antioxidante, solo FRAP mostré una fuerte correlacion con la concentracién de compuestos fendlicos
totales. Los resultados de este estudio son sumamente relevantes debido a la capacidad de extraccion bioactiva que
podria emplearse en la industria alimentaria.

Palabras clave: Compuesto bioactivo; DPPH; FRAP; Frijoles mariposa.

1. Introducéo

A biodiversidade brasileira € mundialmente conhecida por ser abundante, no entanto, sendo o Brasil um pais agrario,
de monocultura e que foca em cultivos especificos, 0 aproveitamento de espécies nativas e com diversos potenciais sdo em sua
grande maioria deixados de lado. Nesse quadro, surgem as Plantas Alimenticias ndo Convencionais (PANC), que crescem em
diferentes regides, geralmente de forma espontanea, e que recentemente estd sendo alvo de estudos pela liga académica por
possuirem efeitos antioxidantes e antimicrobianos, além dos seus diversos valores nutricionais (Oliveira, 2019). Tais efeitos se
devem as atividades bioldgicas de seus constituintes como os compostos fendlicos, vitaminas, carotenoides e minerais
(Oliveira & Anunciagéo, 2007).

Dentre a diversidade de PANC, tem-se a Clitoria ternatea L. (CT), originaria da Asia tropical e mais tarde
disseminada na América do Sul, a CT é popularmente identificada como feijdo-borboleta, cunhd, ervilha-borboleta, isménia e
palheteira. Pertence a familia Fabaceae e a planta possui flores em formato de concha e com coloragéo azul e branca. As flores
da CT possuem significativa quantidade de compostos fenélicos e antocianinas (Zingare & Zingare, 2013) e sdo consumidas na
forma de ch4, utilizadas como corantes e no enriquecimento nutricional de diversos alimentos e bebidas.

Os compostos fendlicos sdo produtos secundarios do metabolismo vegetal e possuem em sua estrutura quimica
hidroxilas e anéis aromaticos, responsaveis pela capacidade antioxidante. Entre os compostos fendlicos, tem-se 0 grupo dos
flavonoides que sdo divididos em subgrupos no qual se encontram as antocianinas, que sdo caracterizadas como pigmentos
soluveis em agua, com variacéo de cor entre o vermelho ao violeta e azul. Estruturalmente sdo constituidas por glicosideos
como D-glicose, D-ramnose e D-galactose (Castafieda-Ovando & Pacheco-Herndndez, 2009; Boroski et al., 2015; Aguiar,
2017). A pigmentacdo das antocianinas varia, dependendo do grau de hidroxilacdo, padrdo de glicosilacdo, padrdo de
metilacdo dos anéis aromaticos e do pH (Arnoso et al., 2019). As antocianinas sdo compostos bioativos com propriedades
antioxidantes, antimicrobianos, antidiabética e antiproliferativa/anticancer, sendo usado como alimento funcional e aditivo
alimentar (Smeriglio et al., 2016; Khoo et al., 2017).

Nas flores da CT foram identificados flavonoides como quercetina, campferol e glicosideos de miricetina (Kazuma et
al., 2003; Mukherjee et al., 2008). Entre as antocianinas, as ternatinas Al, A2, B1, B2, D1 e D2, de coloragéo azul, séo as seis
predominantes na CT (Chayaratanasin et al., 2015). Outros compostos lipofilicos foram identificados sendo &cidos graxos
(palmitico, estedrico, petroselinicos, araquidico, beénico e fitanico), fitosterois (campesterol, estigmasterol, B-sitosterol e
sitostanol) e tocois (a-tocopherol and -tocopherol) (Shen et al., 2016). Diante da significativa concentragdo de compostos
bioativos, as flores de CT podem ser empregadas como fonte natural de antioxidantes e/ou como possivel suplemento na
industria de alimentos e farmacéutica (Jeyaraj et al., 2021), visto que dependendo da concentracdo, os antioxidantes sintéticos
podem apresentar toxicidade (Berton-Carabin, 2014).

Os métodos de extracdo de compostos fendlicos de plantas variam amplamente devido a natureza complexa da matriz
e pela presenca de flavonoides em diferentes formas. Além disso, o rendimento da extracdo dos compostos bioativos e a
capacidade antioxidante sdo significativamente influenciados pelo tipo de solvente, devido as suas propriedades dielétricas e
eficiéncia de extracdo variaveis, bem como pela variabilidade estrutural dos compostos almejados no processo. Portanto, a

selecdo adequada de solventes, a proporgdo 6tima de solido e liquido, o tempo e temperatura de extracdo sdo essenciais para
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alcancar alta eficiéncia (Banerjee & Bonde, 2011; Mustafa & Turner, 2011; Sheng et al., 2011; Nguyen et al., 2016).

Entre os solventes comumente utilizados na extragdo de fendlicos estdo o etanol, metanol, acetona ou a mistura destes
com &gua. Entretanto, para aplicagdo em alimentos, os fenolicos sdo preferencialmente extraidos com etanol por ser
considerado de grau alimentar, biocompativel e mais econdmico do que os outros solventes citados (llayaraja et al., 2015).
Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da concentracdo de etanol na extracdo de compostos fenolicos

da flor de Clitoria ternatea L. e determinar a capacidade antioxidante.

2. Material e Métodos

O experimento foi realizado nos laboratérios de pesquisa do Programa de Pdés-graduacdo em Tecnologia de
Alimentos, da Universidade Tecnolégica Federal do Parana, campus Londrina. Trata-se de uma pesquisa aplicada, quantitativa,
explicativa e estatistico (Pereira et al., 2018).

As flores de Clitoria ternatea L. foram coletadas em uma propriedade rural localizada na cidade de Nova América da
Colina — PR, de fevereiro a abril de 2021. Para extracéo dos compostos fendlicos utilizou-se etanol absoluto (Alphatec, Brasil).
Para analise de compostos fendlicos totais foram empregados reagentes de Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich, EUA), cido gélico
(Dinamica, Brasil) e carbonato de sddio (Dinamica, Brasil). Para o ensaio de capacidade antioxidante DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil), Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico) e TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) da

Sigma Aldrich foram utilizados.

2.1 Coleta e secagem das flores de Clitoria ternatea L.
As flores foram colhidas e mantidas em bandejas a temperatura ambiente por 48 h e em seguida foram secas em estufa

com circulacdo forcada de ar a 50°C por 3 horas.

2.2 Extragéo dos compostos fenolicos

Em tubos Falcon pesou-se 1 g de amostra de flor seca e adicionou-se 25 mL de solvente. Diferentes concentra¢Ges de
etanol em agua (0, 20, 40, 60, 80 e 100 %, v/v) foram avaliadas. Os tubos foram agitados em agitador de tubos (Phoenix,
Brasil) por 1 hora & temperatura ambiente, em seguida foram centrifugados e o sobrenadante coletado para determinagdo da
concentracdo de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante. As condic¢fes de extracdo foram definidas por testes

preliminares e a extracdo foi realizada em duplicata.

2.3 Compostos fenolicos totais

A concentragdo de compostos fendlicos totais foi determinada pelo método Folin-Ciocauteau (Singleton & Rossi,
1965). Em tubo de ensaio adicionou-se 200 pL de extrato, 1000 pL da solucéo de Folin-Ciocalteu (10%, v/v) e 800 pL de
solugdo de carbonato de célcio (7,5%, v/v). Um branco foi preparado com 200 pL de &gua destilada, 1000 pL da solugdo de
Folin-Ciocalteu e 800 pL de solugdo de carbonato de célcio. Os tubos foram mantidos em ambiente escuro a temperatura
ambiente por 30 minutos. A leitura da absorbancia foi realizada a 750 mm em espectrometro UV-VIS (Biochrom, modelo
Libra, Inglaterra). Uma curva analitica de acido galico (R? = 0,9944) foi utilizada para quantificacdo dos compostos fenélicos

totais e foram expressos em mg de equivalente de &cido gélico por gramas de amostra (mg EAG/g de amostra).

2.4 Capacidade antioxidante
A capacidade antioxidante pelo método de reducdo do ferro (FRAP) foi de acordo com o método descrito por Rufino

et al. (2006), com modifica¢cdes. Em tubo de ensaio uma aliquota de 100 pL do extrato foi misturado com 300 pL de agua
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destilada e 3000 pL do reagente FRAP (10 mM TPTZ em 40 mM HCI, mais 20 mM cloreto férrico e 300 mM de tampé&o
acetato, pH 3,6, 1:1:10 v/v/v). Os tubos foram agitados e mantidos em banho-maria a 37 °C por 30 minutos para reacdo. A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro UV-VIS (Biochrom, modelo Libra, Inglaterra) a 595 nm e o reagente FRAP
empregado como branco para calibrar o equipamento. Uma curva analitica de Trolox (R? = 0,9926) foi construida e os
resultados expressos em mM Trolox equivalente por g amostra.

A capacidade antioxidante dos extratos pelo método de ensaio DPPH foi de acordo com Rufino et al. (2007). Em
tubos de ensaio, uma aliquota de 100 pL do extrato foi misturada com 3,9 mL de solu¢cdo de DPPH 0,06 mM. Apéds 40 minutos
a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro (Biochrom, modelo Libra, Inglaterra) a 515 nm. Os resultados foram
calculados utilizando-se uma curva analitica de Trolox (R? = 0,9925) e expressos em mM de Trolox equivalente por g de

amostra.

2.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as diferencas estatisticas entre as médias
identificadas pelo teste de comparacdo de médias de Tukey (p<0,05), utilizando-se o programa Statistica® 12.0 (Statsoft,
USA). O teste de correlagdo de Pearson foi realizado e os coeficientes de correlagéo (r) foram avaliados para determinar a

relacdo entre os compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante (DPPH e FRAP).

3. Resultados e Discusséo

A concentracdo de compostos fendlicos dos extratos variou de 5,23 a 26,4 mg EAG/g amostra (Figura 1). Mehmood
et al. (2019) obtiveram valores maiores de contetdo de compostos fendlicos na extragéo convencional (72 mg EAG/g amostra)
e por ultrassom (87 mg EAG/g amostra) a 50°C utilizando 4gua como solvente. Possivelmente, 0 aquecimento favoreceu a

extracdo de fendlicos, pois eleva a energia interna das moléculas, aumentando a difusdo e solubilidade dos compostos.

Figura 1. Efeito da concentracdo de etanol no teor de compostos fendlicos totais de extratos de CT

Fendlicos fotais
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Fonte: Autores.

A concentragdo de etanol teve um efeito significativo (p<0,05) nos valores de compostos fendlicos dos extratos de
CT, ou seja, conforme aumentou-se a concentracdo de etanol, diminuiu-se a quantidade de compostos fendlicos. Este

comportamento pode ser atribuido ao aumento no inchamento da matriz da planta causada pela 4gua, conduzindo a elevagdo da
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area de superficie de contato entre o soluto e solvente, melhorando o rendimento de extracdo de fendlicos (Kormin et al.,
2010). Grande parte dos estudos associados a extracdo de compostos bioativos de CT relatam que o uso de solventes aquosos
em mistura com metanol ou etanol proporcionam maiores rendimentos (Makasana et al., 2017). Porém, no presente estudo ndo
foi observado o mesmo comportamento, podendo ser associado a diferentes temperaturas, tempo e proporcao sélido e liquido
de extracdo empregados. Em estudo similar, as condi¢fes 6timas de extracdo de CT foi a 54 °C, 74 minutos, razédo solido e
liquido de 1:37 e agua como solvente (Baskaran et al., 2019), sugerindo novamente a necessidade do uso de temperatura acima
de 50 °C para melhorar ao rendimento de extracao.

O efeito da concentragdo de etanol na capacidade antioxidante dos extratos de CT foi avaliado pelo método de

reducéo do ferro (FRAP) e captura do radical DPPH e os resultados estdo na Figura 2.

Figura 2. Efeito da concentracdo de etanol na capacidade antioxidante (FRAP e DPPH) de extratos de CT.

180 - d
d .
& d pail
. 160 —_
- . E B
2 140 - 3
[=] =]
E E 15
g 120 4 ;
E: b = c £ c
_3 100 . _g
- Fud{ b
E g a E
e x
o 40 n & a
™ O
20
[i] . - - = . . . [i] - - - . . .
Agsa  Et20% Et40% E160%  E180% EL100% Apgua  EL20%  Et40% E160%  E18D%  EL100%

Fonte: Autores.

No ensaio FRAP houve reducdo na capacidade antioxidante conforme aumentou-se a concentragdo de etanol,
correlacionando com os resultados de compostos fendlicos. Por outro lado, para o ensaio DPPH, houve incremento na
capacidade antioxidante até 80% de etanol e com etanol puro o valor foi menor, igualmente ao ensaio FRAP. Os valores de
capacidade antioxidante dos ensaios FRAP e DPPH foram bastante diversos e isso € em decorréncia dos diferentes
mecanismos de reagdo que estdo envolvidos em cada método. O radical DPPH é colorido (violeta escuro) e quando em contato
com um antioxidante, doa um atomo de hidrogénio e a forma reduzida do radical é gerada seguida pela perda de cor (Ali et al.,
2008). Ja o ensaio FRAP é caracterizado pela habilidade de transferir elétrons, que resulta na reducdo dos ions ferro na
presenca de compostos antioxidantes (Craft et al., 2012).

O uso de métodos com mecanismos de acdo distintos é recomendado para uma ampla avaliagdo da atividade
antioxidante de extratos fitoterapicos aquosos complexos (Avan et al., 2016). E também recomendado que ao avaliar a
atividade antioxidante por diferentes métodos, a correlagdo entre estes e a composigdo fendlica sejam avaliadas. Assim, na
Tabela 1 estdo os coeficientes de correlacdo de Pearson, calculados para determinar a relacdo entre a concentracdo de
compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante (DPPH e FRAP) dos extratos de CT. De acordo com Taylor (1990),
valores de correlagdo de Pearson < 0.35, representam correlagao fraca, de 0.36 a 0.67, correlagdo moderada e de 0.68 a 1.00,

forte correlacdo. Assim, pode-se afirmar que apenas os compostos fendlicos e FRAP apresentaram uma forte correlacéo

(0.9928).
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Tabela 1. Correlagdo de Pearson entre fendlicos e capacidade antioxidante dos extratos de CT.

DPPH FRAP
Fendlicos 0,2087 0,9928
DPPH 1 0,1893

Fonte: Autores.

4. Concluséo

Neste estudo, a agua em temperatura ambiente mostrou-se como melhor solvente para extracdo de compostos
fenolicos das flores de Clitoria ternatea L. Entre os métodos de atividade antioxidante avaliados, apenas FRAP mostrou forte
correlacdo com a concentracdo de compostos fendlicos totais.

Sugere-se a continuidade deste estudo empregando diferentes tempos e temperatura de extragdo, visando maximizar a
concentracdo de compostos bioativos e avaliar a sua aplicabilidade em alimentos e bebidas. Destaca-se também a possibilidade
de empregar tecnologias emergentes como ultrassom e aquecimento dhmico para incrementar o rendimento de extracdo dos

compostos bioativos de CT.
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