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RESUMO

Devido ao crescente interesse pela obtencao e aplicacdo de pigmentos naturais em sistemas
alimenticios, as flores comestiveis comecaram a ficar em evidéncia e sua producdo tem sido
impulsionada por atribuirem caracteristicas nutracéuticas aos alimentos. A Clitoria ternatea possui
varios constituintes quimicos com efeitos farmacoldgicos, alto conteldo de antocianinas e capacidade
antioxidante. Objetivou-se a utilizacdo da flor comestivel Clitoria ternatea para a extracao e
avaliacao da estabilidade e viabilidade tecnologica na obtencao de corantes alimenticios. O extrato
obtido da flor foi concentrado até 20% do seu volume original, caracterizado quanto ao teor de
antocianinas e capacidade antioxidante e, submetido a teste de estabilidade com amostras
tamponadas expostas a luz e ao escuro, em temperatura ambiente (x 25 °C), por cinco semanas em
diferentes pH. Em todos os estudos efetuados (teor de antocianinas, colorimétrica e cinética de
degradacao) os resultados apontaram que a luz tem efeito deletério sobre as antocianinas, embora
de forma pouco expressiva o que indica que a estrutura quimica possivelmente acilada faz com que o
extrato antocianico seja mais estavel do que outras fontes ja estudadas. Além disso vale ressaltar que
embora pH mais baixos sejam favoraveis para estabilizacao da forma cation flavilium, o extrato em
questao apresentou valores de tempo de meia vida significativamente altos mesmo em pH em torno
de 5. Este resultado é muito interessante pois nessa faixa de pH tem-se o extrato na cor azul desejada.

Palavras-chave: Pigmentos naturais, antocianinas, extrato antocianico.
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Through the growing interest in obtaining and applying natural pigments in food systems, edible
flowers have begun to gain prominence, and their production has been driven by the nutraceutical
characteristics they confer to foods. Clitoria ternatea possesses various chemical constituents with
pharmacological effects, a high content of anthocyanins, and antioxidant capacity. The objective was
to use the edible flower Clitoria ternatea for the extraction and evaluation of stability and
technological feasibility in obtaining food dyes. The extract obtained from the flower was
concentrated to 20% of its original volume, characterized for anthocyanin content and antioxidant
capacity, and subjected to stability testing with buffered samples exposed to light and darkness at
room temperature (+ 25°C) for five weeks at different pH levels. In all conducted studies (anthocyanin
content, colorimetry, and degradation kinetics), the results indicated that light has a deleterious
effect on anthocyanins, although not as pronounced, suggesting that the possibly acylated chemical
structure makes the anthocyanic extract relatively more stable than other sources already studied.
Furthermore, it is worth noting that, although lower pH values are favorable for stabilizing the
cationic flavilium form, the extract in question exhibited significantly high half-life values even at a
pH around 5. This result is particularly interesting as this pH range corresponds to the desired blue
color of the extract.

keywords: Natural pigments, anthocyanins, anthocyanic extract.
Introducao

As flores comestiveis podem ser uma importante alternativa alimentar, por
conter substancias antioxidantes, como o acido ascorbico, carotenoides, compostos
fenolicos, flavonoides e as antocianinas, as quais, exercem sua acao (Mota et al.,
2023). A producao de radicais livres esta associada ao aparecimento de muitas
doencas, como a artrite, cancer e problemas degenerativos associados ao
envelhecimento (Cunnigham, 2015). O consumo de antioxidantes naturais, como
alimentos ricos em polifenois, frutas e vegetais, é crucial para atuar combatendo
radicais livres e outros componentes toxicos (Del Re e Jorge, 2012).

O uso dos pigmentos naturais em produtos alimenticios é visto com interesse
tanto pela indiUstria como pelos consumidores, nao apenas pelas crescentes
restricoes aos pigmentos artificiais, mas também, pelas propriedades nutracéuticas
dos corantes naturais (Constant et al., 2023). E, se tratando de obtencao de corantes
naturais a partir de flores, as informacdes sao ainda mais escassas, nao apenas no
que diz respeito a viabilidade das fontes de corantes, mas também sobre as
caracteristicas tintoriais, estabilidade e atividade antioxidante (Orr, 2011).

A Clitoria ternatea é uma herbacea cujas flores apresentam coloracao variada
e contém altos niveis de antocianinas, compostos pertencentes ao grupo de
flavonoides (Goh et al., 2022). Esta flor comestivel possui propriedades bioldgicas e
farmacologicas, como efeitos antioxidantes e prevencao de doencas cardiovasculares
e neurolodgicas (Kungsuwman et al., 2014). Numa avaliacao entre quinze tipos de
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flores tropicais, a Clitoria ternatea apresentou uma das maiores concentracoes de
antocianina nas suas flores, o que justifica o presente estudo (Marpaung et al., 2013).
A Clitoria ternatea € uma fonte potencial de antocianinas para producao de
corantes alimenticios naturais. Além de apresentarem expressivo contetdo de
antocianinas, € fonte do cobicado corante natural azul. Mota et al (2022) extrairam
o pigmento antocianico da flor desidratada e pelo ajuste do pH para a faixa 5 a 6,5
obtiveram um corante azul potencialmente adequado para ser empregado em
alimentos. A caracterizacao do extrato corante bem como a avaliacao de sua
estabilidade sdo cruciais para estabelecer se de fato o extrato antocianico de Clitoria
ternatea pode ser empregado como fonte corante natural de azul em alimentos.
Neste contexto este trabalho objetivou utilizar a flor comestivel Clitoria
ternatea para obtencao do corante natural antocianico determinando a viabilidade
do seu emprego considerando sua estabilidade, bem como suas propriedades

funcionais.
Material e métodos

Para obtencao do corante antocianico amostras de flores Citoria ternatea
colhidas no mesmo dia foram submetidas a extracao em triplicata utilizando como
solvente extrator etanol-agua (70:30) e acido cloridrico (HCl 1,5 M) suficiente para
ajustar o valor do pH do meio para 2, utilizando uma proporcao de soluto:solvente
de 1:25 (m/v). Ao término da extracao, a amostra foi concentrada em evaporador
rotativo a vacuo (Fisatom modelo 802), sob pressao reduzida (-760 mmHg), a 40 °C +
0,2 °C até se obter um volume final correspondente a 20% do inicial. O extrato foi
armazenado em recipiente ambar, a -18 °C. O teor de antocianinas foi determinado
de acordo com a metodologia proposta por Fuleki e Francis (1968). Os polifenois
extraiveis totais foram determinados segundo metodologia descrita por Larrauri et
al. (1997) e a capacidade antioxidante pelo método ABTS e FRAP, descritos
respectivamente por Re et al. (1999) e Pulido et al. (2000). A qualificacao da cor foi
efetuada pela leitura direta de reflectancia das coordenadas “L”, “a” e “b”,
empregando a escala CIELAB em colorimetro (Constant et al., 2023).

Para o teste de estabilidade o extrato antocianico concentrado foi solubilizado
em tampao de citrato/fosfato a pH 2, pH 3,0, pH 4,0 e pH 5,0 e acondicionadas em
onn
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frascos de vidros hermeticamente fechados. Foi empregado volume de extrato
suficiente para obtencao de leituras de absorbancia inicial de 0,900 em
espectrofotometro. Uma parte das amostras foi colocada em um suporte em fila
dupla, posicionados entre duas lampadas fluorescentes de 40 W, 2.500 luxes,
correspondente a luz do dia, guardando distancia de 10 cm entre si em ambiente
com temperatura controlada de 25 °C. A parte restante dos frascos permaneceu na
mesma temperatura em auséncia de luz. Periodicamente, de acordo com a
velocidade de degradacao do pigmento, foi determinado o espectro de absorcao e
leitura da absorbancia no A maximo (535 nm) utilizando espectrofotometro
ultravioleta-visivel, até que se obteve leitura proxima de 0,30 (Constant et al.,
2023).

Para verificacao do teor de antocianinas, as amostras de extrato antocianico
sem exposicao e com exposicao a luz, tiveram o seu teor determinado em doze
pontos, por um periodo de 5 semanas.

A avaliacao da estabilidade dos extratos antocianicos com e sem incidéncia de
luz, as medidas de absorbancias dos sistemas de solucées tamponadas foram usadas
para construir graficos do logaritmo neperiano da razao Concentracao/Concentracao
inicial (In C/Co) versus o tempo, obtendo-se, através da inclinacao da reta, o valor
de k. A partir dos valores de k foram calculados os valores do tempo de meia vida
(t1/2) por meia da relacao t 1/2 = -ln 0,5/k, usados como parametros para estimar
a estabilidade ante a influéncia da luz (Resende et al., 2021). O delineamento
experimental foi do tipo inteiramente casualizado em parcelas subdivididas. Com
resultados de absorbancias obtidos, foram determinadas as velocidades de
degradacao (k) para cada extrato, que por sua vez, foram submetidos a uma analise
de variancia e testes de comparacao de médias para avaliacao comparativa da
estabilidade.

A cor instrumental dos extratos foi determinada com colorimetro eletronico de
marca Konica Minolta, modelo CR10, através da escala CIELAB com a mesma
periodicidade das analises espectrofotométricas das antocianinas. Para melhor
avaliacao da estabilidade da cor dos extratos, foi determinada a variacao de cor AE*,
dado pela seguinte equacao: AE* = /(AL )2 + (da *)? + (4b *)? (Lee et al., 2011).

Resultados e discussao
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Teor de antocianinas

No que se refere a determinacao de antocianinas, uma maneira de se
expressar os resultados deste pigmento € em termos da quantidade absoluta total de
antocianinas presentes num extrato particular, estimando, dessa maneira, o teor
expresso usualmente em mg de antocianinas/100 gramas de amostra (Teixeira et.
al., 2008). Os resultados obtidos para a flor de Clitoria ternatea estao expressos na
Tabela 1.

Tabela 1- Quantificacao de antocianina da flor de Clitoria ternatea in natura, extracao a cada 24
horas a temperatura ambiente (25 + 2°C).

Repeticao 12 extracao 22 extracao 32 extracao 4?2 extracao Total
(mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)

1 66,88 37,31 17,17 4,56 125,93

68,13 39,75 17,50 2,56 127,94

3 63,75 39,13 10,25 1,63 114,76
média | 122,88+5,80

Fonte: Autores (2023).

Nas condicoes encontradas acima, notou-se que a maior parte do conteudo de
pigmento foi conseguido na primeira extracao, totalizando 53,92 %. Foi possivel
observar que a segunda, a terceira e a quarta extracdes apresentaram valores mais
baixos quando comparados a primeira extracao, no entanto, tiveram contribuicao na
quantificacao total de antocianinas no processo de extracao e determinacao deste
pigmento presente na flor, resultando no conteldo de cerca de 122,88 mg do
pigmento/100g de flor.

O extrato antocianico apos o processo de concentracao em evaporador
rotativo a vacuo, foi caracterizado quanto ao teor de antocianinas, compostos
fenolicos, capacidade antioxidante pela captura dos radicais ABTS«+ e pelo potencial
redutor do ferro (FRAP) (Tabela 2)

Tabela 2- Quantificacao dos teores de antocianinas, compostos fendlicos e atividade antioxidante
pela captura dos radicais ABTS«+ e FRAP do extrato antocianico.

Amostra Teor de antocianinas | Fendlicos (mg ABTSe+(umol FRAP (umol
(mg/100g) Equiv. GAE/g) | Equiv. trolox/g) Fe,S0,/g)
Extrato 189,31+0,002 1378,33+0,04 | 2336,31+0,0004 1316,14+0,07
concentrado

Fonte: Autores (2023).

De acordo com resultados encontrados na literatura para diferentes flores

comestiveis e outros alimentos fontes de antocianinas (Li et al. 2014, Silva et al.,
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2018, Resende et al., 2021, Constant et al. 2023) podemos afirmar que os valores
encontrados neste trabalho sdo satisfatorios e que a flor Clitoria ternatea é
excelente fonte de antocianinas e seu extrato apresenta alta capacidade

antioxidante.
Estabilidade das antocianinas

As Figuras 1 e 2 mostram a representacao grafica do comportamento dos
extratos armazenados ao longo do tempo em presenca e auséncia de luz a

temperatura controlada de 25 + 1 °C.

Figura 1- Quantificacdo do teor de antocianinas na avaliacdo da estabilidade com incidéncia de luz.

20

Teor de antocianinas (mg
AT/100g9)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Tempo (horas)

—&—pH2 —®—pH3 pH 4 pH 5

Fonte: Autores (2023).

Figura 2- Quantificacdo do teor de antocianinas na avaliacdo da estabilidade sem incidéncia de luz.

20

15 189
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Teor de antocianinas (mg
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Fonte: Autores (2023).
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Antocianinas, devido a sua falta de elétrons, apresentam alta reatividade e sao
suscetiveis a reacoes durante o processamento e/ou armazenamento (Ott, 1992). A
cor e a estrutura desses compostos podem variar dependendo do pH, o qual nao
apenas influencia a pigmentacao das antocianinas, mas também afeta sua
estabilidade (Mazza e Miati, 1993). Em niveis de pH abaixo de 3, a estrutura
protonada prevalece, resultando em uma cor vermelha intensa e maior estabilidade.
Com seu aumento, ocorre um deslocamento para a forma quinoidal basica menos
estavel (Rigolon, Oliveira e Stringheta, 2021).

Os extratos antocianicos armazenados em presenca de luz apresentaram maior
degradacao quando comparado aos extratos sem incidéncia de luz durante todo
periodo de armazenamento. Na primeira semana as amostras com exposicao a luz
apresentaram uma queda antocianica de 71,03% para pH 2, 73,00% para pH 3, 76,36%
para pH 4 e 80,99% para pH 5, em relacao ao teor de antocianinas do ponto zero.
Todavia, as amostras sem incidéncia de luz degradaram 28,00% em relacao ao pH 2,
32,84% em pH 3, 45,34% em pH 4 e 52,97% em pH 5, em comparacao ao valor inicial.
Os teores de antocianinas de ambas as condicées de luz, continuaram diminuindo ao
longo dos 35 dias de avaliacao, e os extratos submetidos a incidéncia de luz mostram
valores significativamente menores em comparacao aos resultados lidos para os
extratos submetidos a nao incidéncia de luz.

Conforme previsto, os extratos com pH menores apresentaram maior
estabilidade com menor degradacao. Vale salientar que o decréscimo do teor de
antocianinas em todas as condicoes foi maior no inicio do armazenamento e
assumindo uma condicdao de constancia com o passar dos dias. Tais resultados
corroboram os relatados em literatura (Chatham et al., 2020; Siti Azima et al., 2022,
Constant et al., 2023) Os resultados diferiram estatisticamente a nivel de 5% de
probabilidade.

Abdulla et al. (2010), avaliaram a estabilidade de cinco diferentes cores de
extrato de Clitoria ternatea, com coloracées variando do vermelho, violeta, azul,
verde azulado e verde, com variacao de pH de 1.5, 3, 6, 7.4 e 8.5. Foram avaliados
em temperaturas de armazenamento de 7, 25 e 37 °C por 30 a 60 dias. O resultado
deste estudo mostrou que em pH 1,5, 80% da cor foi retida apos 60 dias de
armazenamento a 27 °C e 37 °C. Os autores observaram ainda que os extratos de pH
1,5, e 3,0, armazenados a 7 °C, mantiveram a intensidade da cor cerca de 80-90%
onn
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da inicial durante 60 dias mantendo-se estavel por um ano. Portanto, essas cores
podem ser usadas como ingredientes para alimentos frios, por exemplo, sorvete,
iogurte etc. ou outros alimentos, que precisam ser armazenados refrigerados. A pH
6,0-8,5, observou-se que cerca de 30% da cor do extrato de Clitoria ternatea azul
foram mantidos a 27 e 37 °C. Observou-se, no entanto, em solucdes alcalinas, menor
estabilidade quando comparadas com o pH acido a 27 °C e 37 °C.

As Figuras 3 e 4 mostram a representacao grafica do comportamento dos
extratos armazenados ao longo do tempo em presenca e auséncia de luz a
temperatura controlada de 25 + 1 °C. Através dos coeficientes angulares das curvas
foi determinada a velocidade de degradacao (k) de cada extrato e seus respectivos

tempos de meia vida (t1/2), que sao mostrados na Tabela 3.

Figura 3- Grafico de Ln (C/Co) versus o tempo (horas) de antocianinas dos extratos antocianicos
submetidos a avaliacao da estabilidade com incidéncia de luz.

900

Ln (C/Co)

Tempo (horas)
®pH2 ®pH3 ®pH4 ®pH5

Fonte: Autores (2023).

Figura 4- Grafico de Ln (C/Co) versus o tempo (horas) de antocianinas dos extratos antocianicos
submetidos a avaliacdo da estabilidade sem incidéncia de luz.
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Fonte: Autores (2023).
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Tabela 3. Valores das constantes de velocidade de degradacao k (h'') e tempo de meia vida ty/; (h) do
teor de antocianinas dos extratos antocianicos com e sem incidéncia de luz.

Com incidéncia da luz Sem incidéncia da luz
pH 2 pH 3 pH4 pH 5 pH 2 pH 3 pH 4 pH 5
k (h'") 1,3x1073 1,4x103 1,8x10°3 1,9x1073 4x10 5x104 6x104 8x104
t1/2 ((h) 533,19 495,10 385,09 364,81 1732,5 1386 1155 866,25

Periadico cientifica de acesso livre

Fonte: Autores (2023).

Os valores apresentados na Tabela 3 mostram que o extrato com incidéncia de
luz apresentando maior tempo de meia vida foi a amostra em tampao pH 2 com t1,2
533,19 h. Concluindo que este leva cerca de 22 dias para degradar em 50% o seu teor
de antocianinas inicial. Nesta mesma condicao de luz, o extrato que apresentou o
menor tempo de meia vida foi o tampao a pH 5, com t1/,2 364,81 h, levando assim,
aproximadamente 15 dias para degradar a metade do teor original de antocianinas.

Para os extratos sem incidéncia de luz, o extrato com maior tempo de meia
vida foi o tampao pH 2, totalizando cerca de 72 dias para degradar 50% do seu teor
de antocianinas inicial e o menor tempo de meia vida foi encontrado no pH 5,
concluindo que 50% da sua degradacao ocorre em 36 dias.

Para este tipo de determinacao, Pedro et al. (2016) verificaram que o tempo
de meia vida do extrato antocianico de manjericao roxo exposto a luz (17,08 h) foi
também inferior ao tempo de meia vida do mesmo extrato protegido da luz (152,67
h). Sipahli et al. encontraram resultados semelhantes estudando a estabilidade de

extratos de H. sabdariffa por 7 dias em diferentes pH.
Avaliacao dos parametros de cor durante a estabilidade

Ao longo do tempo, a antocianina passa por um processo de degradacao que
pode resultar em duas mudancas basicas em sua coloracao. Por um lado, ela pode
gradualmente perder intensidade de cor, devido a diminuicao da saturacao. Por
outro lado, também ¢é possivel que sua tonalidade mude, a medida que compostos
de degradacdo se formam, apresentando cores diferentes da original. E crucial
considerar tanto as variacdes de saturacao (C) quanto as variacées de tonalidade (h)
ao analisar tais mudancas. Vale ressaltar que a forma pela qual a antocianina alterara
sua cor depende de diversos fatores, incluindo a composicao do extrato.

As Figuras 5 e 6 apresentam os graficos do comportamento das coordenadas

colorimétricas “C*” e “h*”, para as formulacées e suas respectivas testemunhas
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solubilizadas em tampao pH 2,0, pH 3,0, pH 4,0 e pH 5,0 e armazenados em presenca

e auséncia de luz a temperatura de 25 °C + 1

Figura 5- Comportamento de “c*” (cromaticidade) do extrato antocianico solubilizado em tampao
pH 2, 3, 4 e 5, ao longo do tempo, em presenca (A) e auséncia (B) de luz, a temperatura ambiente
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(25 + 1 °C).
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Fonte: Autores 2023

Figura 6- Analise de cor para o parametro h (tonalidade), do extrato antocianico solubilizado em
tampao pH 2, 3, 4 e 5, ao longo do tempo, em presenca (A) e auséncia (B) de luz, a temperatura
ambiente (25 + 1 °C).
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Na Figura 5 pode-se constatar que as variacoes sofridas pelos extratos de
diferentes pHs sao bastante similares, quase ndao sendo percebida diferencas de
comportamento quanto a cromaticidade. Em presenca de luz as amostras
apresentaram decréscimo maior que em auséncia de luz evidenciando o efeito
deletério da luz sobre as antocianinas. Ao longo do tempo, em um processo de
degradacao, a antocianina pode tornar-se gradativamente menos intensa pela perda
de saturacao e pode também mudar sua tonalidade pela formacao de compostos de
degradacao com cores diferentes do original.

Quando se observa a tonalidade das amostras (Figura 6), verifica-se
comportamento semelhante a cromaticidade, com ligeira mudanca ao longo do
tempo de maneira similar entre as amostras armazenadas em diferentes pHs, sendo
maior a mudanca em presenca de luz.

Na Tabela 4 estao os valores determinados da analise de cor, pelas
coordenadas colorimétricas A (L*, a*e b*), dos extratos antocianicos concentrados de
Clitoria ternatea em diferentes pHs, durante a avaliacao da estabilidade destes ante
a incidéncia ou nao da luz.

Os valores de delta (AL*, Aa* e Ab*) indicam o quanto a amostra diferiu do
padrao para L*, a* e b*, e sao frequentemente utilizados no controle de qualidade,
além de serem utilizados também para o calculo da diferenca total de cor (AE*)
(Hunterlab, 1996).

Tabela 4 - Analise de cor pelos Parametros colorimétricos A (L*, a*, b*) dos extratos antocianicos
concentrados em diferentes pHs submetidos a analise de estabilidade com e sem incidéncia de luz.

Amostra Parametros colorimétricos
Luz

AL’ Aa’ Ab* AE*
pH 2 -1,3 -2,4 1,4 3,07
pH 3 -2,5 -3,4 2,6 4,96
pH 4 -5,7 -3,3 2,8 7,16
pH 5 -6,8 -4,1 5,7 9,77

Escuro

pH 2 -0,6 -0,5 0,5 0,93
pH 3 -1,2 -1,4 1,6 2,44
pH 4 -2,3 -2,6 2,4 4,22
pH5 -4 -2,8 3,4 5,95

* Os valores de A para cada parametro equivale a diferenca entre primeira e ultima leitura no decorrer
do experimento.
Fonte: Autores (2023).
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Os extratos com incidéncia de luz apresentaram maiores variacoes de cor
quando comparado aos extratos mantidos ao abrigo da luz (AE). Os corantes
apresentaram Aa* negativo, indicando perda da cor vermelha. O mesmo pode ser
observado com Ab*, cujos valores negativos indicam perda da cor azul, o que indica
degradacao de antocianinas. AL* também se mostrou negativo em quase todas as
amostras, evidenciando a perda de luminosidade delas ao longo do periodo de
armazenamento.

Comparando-se os extratos de acordo com o pH verificamos que quanto menor
o pH menor variacao na cor foi observado. Tais resultados corroboram com as
informacoes da literatura onde se verifica que as antocianinas sao mais estaveis
enquanto estao na forma de catium flavilim que cuja formacao é favorecida em pH
mais baixos (Constant et al., 2023; Sipahli et al., 1014; Teixeira et al., 2008). Vale
ressaltar que embora diferenca de estabilidade tenha sido percebida, ela foi discreta
quando comparada com outras fontes como o acai (Constant et al., 2023), casca de
uva (Linhares et al., 2023), jambolao (Resende et al., 2021) entre outras e leva a

verificar que é possivel obter a cor azul (pH5) para aplica-lo em alimentos.
Conclusées

Neste estudo, o extrato da flor de Clitoria ternatea foi caracterizado com
relacao ao teor de antocianinas, capacidade antioxidante e avaliacao da estabilidade
em diferentes pH na presenca e auséncia de luz. O extrato apresentou alto teor de
antocianinas e demostrou alta capacidade antioxidande in vitro. Quanto a
estabilidade, em todos os estudos efetuados (teor de antocianinas, colorimetria e
cinética de degradacao) os resultados apontaram que a luz tem efeito deletério sobre
as antocianinas, embora nao de forma tao expressiva o que indica que a estrutura
quimica possivelmente acilada faz com que o extrato antocianico seja mais estavel
do que outras fontes ja estudadas. Além disso vale ressaltar que embora pH mais
baixos sejam favoraveis para estabilizacao da forma catium flavilium, o extrato em
questao apresentou valores de tempo de meia vida significativamente altos mesmo
em pH em torno de 5. Este resultado € muito interessante pois nessa faixa de pH

tem-se o0 extrato na cor azul desejada.
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