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RESUMO

Pennisetum purpureum Schumach, (capim-elefante roxo, syn (Cenchrus
purpureus (Schumach.) Morrone) tem a cor caracteristica exibida pelos vegetais que
possuem antocianinas, um corante natural que apresenta efeito contra doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas, beneficia a microbiota intestinal e que pode
prevenir o cancer. O presente trabalho teve como objetivo obter o perfil de separagéo
de antocianinas em capim-elefante por técnicas cromatograficas e espectroscopicas
de forma a otimizar o processo de extracao e identificar diferentes antocianinas em
capim-elefante roxo com foco as necessidades das rotinas industriais. As analises
foram realizadas em amostras compostas de folhas de capim-elefante de coloracao
arroxeada. Por meio da metodologia de planejamento de misturas foram realizados
ensaios com diferentes propor¢cdes de agua, etanol e metanol para extragdo de
antocianinas. Os efeitos dos solventes foram determinados pelo modelo cubico
especial com significancia estatistica obtida pela analise de variancia. Em seguida, foi
realizada andlise em Cromatografia Liquida acoplada ao Analisador de Massas
(CLAE-MS) para identificacéo das antocianinas encontradas. Com os resultados de
teor total de antocianinas em cada extrato, foi possivel verificar que, em relagao aos
reagentes puros, o etanol extrai antocianinas mais eficientemente. Utilizando dois
reagentes, observa-se o alto teor de antocianinas obtido pela mistura de agua:etanol
3:7 (v/v) que é semelhante as misturas mais usadas para outros tipos de materiais. As
misturas de trés componentes sdo melhores para a extragao de antocianinas em
capim-elefante, uma vez que o maior valor encontrado pelo modelo foi na mistura de
agua:etanol:metanol 4:4:2 (v/v). Percebe-se pela analise no CLAE-EM que as
misturas binarias e a mistura ternaria sdo as mais promissoras em quantidade de
antocianinas diferentes no mesmo extrato e os solventes puros mostraram menor
poder de extrair substancias diferentes. A partir da identificacdo das substancias
separadas, pode-se inferir que a pelargonidina 3-robinobiosideo e a malvidina sao
mais comuns nos extratos de capim-elefante roxo.

Palavras-chave: capim-elefante roxo, produtos naturais bioativos, antocianidina,
planejamento de misturas, espectrometria.



ABSTRACT

Pennisetum purpureum Schumach, (purple elephant grass, syn (Cenchrus
purpureus (Schumach.) Morrone) has the characteristic color displayed by plants that
have anthocyanins, a natural dye that has an effect against cardiovascular and
neurodegenerative diseases, benefits the intestinal microbiota and can prevent cancer.
This study aimed to obtain the profile of anthocyanin separation in elephant grass by
chromatographic and spectroscopic techniques in order to optimize the extraction
process and identify different anthocyanins in purple elephant grass focusing on the
needs of industrial routines. The samples composed of purple-colored elephant grass
leaves were analysed. The mixture design methodology tested different proportions of
water, ethanol and methanol for anthocyanin extraction. The special cubic model
determined solvent effects wiyh statistical significance by analysis of variance. Then,
analysis was performed in Liquid Chromatography coupled to the Mass Analyzer
(HPLC-MS) to identify the anthocyanins found. With the results of total anthocyanin
content in each extract, it was possible to verify that, in relation to pure reagents,
ethanol extracts anthocyanins more efficiently. Using two reagents, the high
anthocyanin content was obtained by mixing water and ethanol (3:7), which is similar
to the mixtures most used for other types of materials. The mixtures of three
components are better for the extraction of anthocyanins in elephant grass, since the
highest value found by the model was in the mixture of water:ethanol:methanol 4:4:2.
It can be seen from the analysis in HPLC-MS that the binary mixtures and the ternary
mixture are the most promising in terms of quantity of different anthocyanins in the
same extract and the pure solvents demonstrate to have less power to extract different
substances. From the identification of the separate substances, it can be inferred that
pelargonidin 3-robinobioside and malvidin are more common in purple elephant grass
extracts.

Keywords: purple elephant grass, bioactive compounds, anthocyanidin, mixture design,
spectrometry.
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1 INTRODUGAO

Existe uma preocupacgao crescente com a alimentacdo humana e de que forma
essa pode ser mais saudavel. Sabe-se que algumas substancias que o ser humano
ingere diariamente, principalmente de produtos industrializados causam efeitos
prejudiciais ao organismo. Por outro lado, existem fontes naturais que possuem
substancias naturais bioativas benéficas a saude como as derivadas das antocianinas.
Elas estdo presentes em diversos produtos de origem vegetal e podem ser utilizadas
como corantes naturais na alimentacdo. Ademais, sdo antioxidantes e podem
combater os efeitos deletérios dos radicais livres no nosso organismo. Vale destacar
também que estas substancias tém apresentado diversos efeitos benéficos aos
sistemas cardiovascular e digestivo, atuando na microbiota local, e na prevencéo de
doencas neurodegenerativas e cancer (MATTIOLI et al.; 2020, OIANO NETO, 2010).

As antocianinas sdo encontradas comumente em frutas e flores, e sua extracao
para uso na alimentagao humana a partir dessas fontes é bastante comum. O acgai e
o repolho roxo sao as principais fontes comerciais de antocianinas, porém, o uso de
vegetais comestiveis para a extragdo das antocianinas concorre com 0 uso para
alimentagdo humana (TEIXEIRA et al., 2008). Dentro deste contexto, é importante a
busca por fontes de antocianinas que nao tenham esse tipo de uso pois sera mais
interessante do ponto de vista econémico e ambiental (PAI et al., 2022; ZHOU et al.,
2019)

O capim-elefante roxo tem essa cor caracteristica devido a presenca das
antocianinas. Ele é muito usado na alimentagao animal e vem demonstrando funcdes
importantes em estudos para uso como agao bioativa, com propriedades
antioxidantes, antimicrobianas, anticitotoxicas, anti-hipertensivas e anti-inflamatérias
(OJO et al., 2022). O Brasil possui condi¢cbes favoraveis ao cultivo do capim-elefante,
além do mais reuniu um conjunto de conhecimentos técnicos cientificos, tornando o
pais referéncia mundial no conhecimento sobre a espécie. Nesse sentido, a Embrapa
mantém a variabilidade da espécie por meio do Banco Ativo de Germoplasma de
Capim-elefante da Embrapa (BAGCE) (MACHADO et al., 2013). Por ser um capim
com alta produtividade (50 Mg ha™' ano™') pode se tornar uma boa fonte de substancias
naturais bioativas. Além do mais, ndo tem uso na alimentagdo humana como outras
fontes comuns de antocianinas (TEIXEIRA et al., 2008).
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Para avaliar se o capim-elefante € uma boa fonte de antocianina é preciso
conhecer o perfil quimico dessas substancias, quais delas ocorrem em maior
quantidade e como podem ser uteis para os diversos usos, como por exemplo,
nutracéutico, farmacéutico, cosméticos, dentre outros. Para responder a essa
hipétese investigativa, o presente trabalho obteve o perfil de separagcdo de
antocianinas em capim-elefante, por técnicas cromatograficas e espectroscopicas, de
forma a otimizar o processo de extracéo e identificacao de diferentes antocianinas em

capim-elefante roxo com foco as necessidades das rotinas industriais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o perfil de separacdo de antocianinas em capim-elefante por
técnicas cromatograficas e espectroscopicas visando o uso na alimentagéo e

como fitomedicamento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver e otimizar métodos de extragdo para antocianinas por meio da
aplicagao do planejamento de misturas.

- Obter as proporcdées de solventes mais favoraveis a extracido das
antocianinas do capim elefante.

- Estudar o perfil da espectrometria eletrénica de varredura das antocianinas
de capim-elefante na regido do ultravioleta e visivel.

- Desenvolver e otimizar método por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massa para o estudo do perfil de separagao de

antocianinas de capim-elefante.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 CAPIM-ELEFANTE

O capim-elefante (Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone syn. Pennisetum
purpureum Schumach.) é uma espécie vegetal muito valorizada devido a alta taxa de
producédo de forragem para consumo animal e de biomassa para produgédo de
bioenergia (PEREIRA et al., 2017; ROCHA et al., 2017) (Figura 1). Pode ser utilizado
na alimentagao de rebanhos sob as formas de capineira, pastejo, feno e silagem. Além
do uso forrageiro, o capim-elefante tem sido considerado como uma alternativa
sustentavel para utilizagdo da biomassa como insumo energético e como matéria
prima para a producdo de substancias de alto valor agregado, no conceito de
biorrefinaria, sobretudo em fungéo do alto potencial produtivo (50 Mg ha' ano™') e da

sua composigao quimica (ROCHA, 2017).

Figura 1 - Foto ilustrativa do habito de um individuo de capim-elefante (Cenchrus
purpureus (Schumach.) Morrone de coloragéo arroxeada cultivado na Embrapa
Gado de Leite em Juiz de Fora-MG

Fonte: propria autora (2023).

A origem geografica e ecolégica do capim-elefante € o continente Africano,
mais especificamente a Africa Tropical, entre 10°N e 20°S de latitude, tendo sido
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descoberto como planta forrageira no inicio do século XX (RODRIGUES et al., 2001).
Espalhou-se por toda Africa e foi introduzido no Brasil em 1920, com material
propagativo proveniente de Cuba. Hoje, encontra-se difundido nas cinco regides
brasileiras (MACHADO et al., 2013).

O capim elefante apresenta diversas vantagens em relagao a outras forrageiras
utilizadas no pais. Entre as principais vantagens estdo a alta produtividade, a
resisténcia a pragas e doencas, a capacidade de rebrotar apds o corte e a tolerancia

a condicoes de seca e solos de baixa fertilidade. (NEIVA, 2019).

Figura 2: Cultivo de Capim elefante

roa ~

:.g‘- gy S N
Fonte: Adaptado de https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/4654 37 10/cultivar-

de-capim-elefante-rende-30-a-mais-e-e-adotada-em-todas-as-regioes-do-pais

A Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) tem
desempenhado um papel fundamental no desenvolvimento de pesquisas relacionadas
ao capim elefante no Brasil. Desde a década de 1970, a Embrapa tem investido em
pesquisas e desenvolvimento de tecnologias para melhorar a produtividade e a

qualidade nutricional do capim elefante, contribuindo significativamente para o avango
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da pecuaria em regides tropicais e subtropicais do pais como a utilizagdo de
adubacado, a selecdo de variedades mais nutritivas e o pastejo rotativo. Essas
estratégias tém contribuido para aumentar a digestibilidade e o teor de nutrientes da
forragem, tornando o capim elefante uma opgédo mais nutritiva para a alimentacao do
gado (DERESZ et al, 2006).

Uma das principais contribuicbes da Embrapa no desenvolvimento do capim
elefante foi a criacdo de variedades mais produtivas e adaptadas as condicbes de
clima e solo do Brasil. Entre as variedades desenvolvidas pela Embrapa estdo a BRS
Capiacu e a BRS Kurumi, que apresentam maior produtividade, qualidade nutricional
e resisténcia a pragas e doengas, em comparagdao com outras variedades de capim
elefante cultivadas no pais (PEREIRA et al, 2017).

A ampliagédo da variabilidade genética do capim-elefante pode ser obtida por
meio de coletas, introdugao e intercambio com instituicbes nacionais e internacionais.
Ao longo dos anos foram realizadas caracterizagbes e avaliagbes morfoldgica,
agrondmica e molecular dos acessos, de forma a permitir a compreensao da
variabilidade existente na colegcao (AZEVEDO et al., 2012; MACHADO et al., 2012).
Entre a variabilidade disponivel existem mais de uma centena de acessos, dos quais
alguns deles de coloragdo arroxeada. Atualmente, o foco da pesquisa € no
aproveitamento da variabilidade via melhoramento genético, selecionando novos
genotipos e cultivares de acordo com o interesse dos produtores e consumidores.

O capim-elefante possui, além dos componentes primarios nutricionais, os
metabdlitos especiais que variam de composicao e quantidade conforme o local, clima
e o tipo de tratamento que a planta recebe. Por isso € interessante avaliar cada uma
dessas substancias, pois irdo fornecer informagdes importantes sobre os métodos de
sobrevivéncia a estresses bidticos e abidticos (MACHADO, 2013). Em contrapartida,
podemos encontrar substancias de alto valor agregado como as antocianinas que tem
larga escala de possibilidades de uso em alimentagdo humana e nutracéutica
(MATTIOLI et al., 2020).

O conhecimento existente sobre a espécie de capim-elefante tem sido
ampliado em relacédo a genética e genémica (MACHADO, 2013; AZEVEDO, 2011),
porém estes estudos contemplam poucos marcadores relacionados aos metabdlitos
secundarios, mais precisamente relacionados a metabolémica. As analises utilizadas
neste processo podem fornecer informagdes importantes, tais como similaridades ou

diferengas entre os acessos e cultivares, forma de resisténcia a pragas ou toxidez do
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solo, estresse hidrico (ARAUJO et al., 2010), por exemplo. Além do mais, podem
contribuir para a identificacdo de substancias que prospectam essa planta para usos

além do agronémico.

3.2 ANTOCIANINAS

Plantas tém sido usadas no tratamento de doengas desde tempos antigos.
Muitas drogas sintéticas estdo disponiveis para tratamento de diversas doengas, mas
que possuem diversos efeitos colaterais. Pesquisadores procuram por fitoquimicos
que possuem poucos efeitos adversos e varios estudos demonstram que diversas
plantas, fungos e animais marinhos possuem principios ativos contra doengas (KOUR
et al., 2022; AMEEN et al., 2020).

O capim-elefante roxo recebe esse nome devido a cor caracteristica das folhas
causado pela presenca de corantes naturais como antocianinas. Elas podem ser de
cor roxa e vermelha, alaranjadas ou marrom, dependendo do pH. As antocianinas s&o
metabdlitos especiais produzidos pelos vegetais para sua sobrevivéncia e agem como
protecédo contra as formas radicalares de Oxigénio, pragas, intempéries como sol e
chuva excessivos e até como chamariz para agentes polinizadores. Ademais, esses
metabdlitos especiais podem ter valor para a saude humana em usos como
farmacéutico e nutracéutico (MARTIN et al., 2017; FREITAS, 2019, FANG, 2015).

O termo antocianina quer dizer “flor azul” em grego. As antocianinas sao
substancias que fazem parte do grupo dos flavondides encontradas em plantas,
especialmente em seus frutos e flores. Possui uma estrutura caracteristica composta
do cation flavilium, formado por um esqueleto de 15 carbonos na forma da estrutura
C6-C3-C6 e absorve energia luminosa na regiao do visivel. Por isso sdo facilmente
detectaveis por métodos espectrofotométricos na faixa de comprimento de onda entre
500 e 600 nm, nas quais apresentam maior capacidade de detecgdo, mas outros
também podem ser usados dependendo da técnica utilizada. Na figura 3 esta

apresentado a estrutura quimica do cation flavilium.
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Figura 3 - Estrutura quimica do cation flavilium

Fonte: ACD/ChemSketch (Freeware) (2021)

As antocianinas sao derivadas de duas rotas sintéticas, a do acido chiquimico
e a do acetato, cujo composto intermediario sdo as chalconas. Essas rotas passam
por varias etapas de hidroxilagdo, metilagcao e glicosilagdo que originam substancias
com estruturas semelhantes como flavona, flavondis, antocianinas e catequinas
(DEWICK, 2009).

A rota biossintética de forma resumida (Figura 4) das antocianinas nos vegetais
se inicia na fenilalanina que é convertida em acido cindmico pela fenilalanina amébnia-
liase que €& convertido em acido cumarico pela agao da cinamato-4-hidroxilase e
convertido em 4-cumarilCoA pela 4-cumaril CoA ligase. A 4-cumaril CoA se une a
malonil CoA originando a chalcona narigenina que pela agao da chalcona isomerase
produz narigenina e dihidroflavonois como a dihidrokampferol e a dihidroquercetina.
Na fase final da rota de biossintese sdo produzidas leucocianidinas que originam

cianidinas e finalmente as antocianinas (MATTIOLI, 2020).



Figura 4: Rota de biossintese das antocianinas
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A estrutura das antocianinas muda conforme o numero, tipo e posi¢cao do

acgucar ligado a ela e da posicao e do numero de radicais hidroxila e metila ligados ao

anel B. A antocianina “pura” sem ligagédo com agucares € chamada de antocianidina

(Figura 5).
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Figura 5 - Estrutura das antocianidinas mais conhecidas

Antocianidina GrupoemR1 Grupo em R2

Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Malvidina OCH:; OCH;
Pelargonidina H H
Peonidina OCH; H
Petunidina OCH; OH

Fonte: propria autora (2023)

As antocianinas podem ser do tipo acilada e nao acilada. As aciladas tem um
agucar ligado a um acido aromatico ou alifatico e as nao aciladas nao tem o acido
ligado. A maior ocorréncia € de antocianinas aciladas que sdo mais estaveis que as
suas contrapartes nao aciladas (SAHA et al., 2020).

Radicais livres sdo conhecidos por agredirem as células do corpo humano
causando degradagcdao molecular e levando, entre outros problemas, ao
envelhecimento precoce e ao cancer. O acumulo de radicais livres tem diversos
efeitos no organismo como peroxidagao lipidica e danos ao DNA e as proteinas. O
sistema nervoso é o 6rgao mais ativo do corpo humano e o grande consumo de
Oxigénio leva ao aumento na geracgao dos radicais livres. Estresse oxidativo € o maior
fator envolvido na neurodegeneracéao e a perda de neurénios € tanto relacionada com
o decréscimo do suprimento de antioxidantes quanto ao aumento da produgao de
radicais livres. Algumas doengas causadas pela neurodegeneracédo pelo estresse
oxidativo sdo as Doencas de Parkinson, Alzheimer, esclerose lateral amiotrofica
(ELA), esclerose multipla, e outras (KAMAL et al., 2019).

O corpo humano possui algumas formas de se prevenir dos danos causados
pelos radicais livres. Esses modos podem ser naturais ou sintéticos e enzimaticos ou
nao enzimaticos. No caso de serem enzimaticos atuam as catalases, a superéxido
dismutase e a glutationa peroxidase. No caso dos sistemas antioxidantes nao
enzimaticos atuam as vitaminas e os produtos naturais originarios de plantas, os

chamados fitoquimicos. As vitaminas nao sao produzidas pelo organismo humanos e
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devem ser consumidas na dieta. Os fitoquimicos como antocianinas, isoflavonas,
catequinas e rutina tém efeito antioxidante ja relatado na literatura. As antocianinas
apresentam cargas positivas e sao reativas aos radicais livres presentes no
organismo, neutralizando os mesmos e contribuindo para sua eliminagdo do
organismo. (KAMAL et al., 2019).

As antocianinas estdo sendo estudadas nas diversas areas da medicina
humana e suas potencialidades nesses estudos séo cada vez mais promissoras. As
frutas sdo grandes fontes de antocianinas e podem ser classificadas conforme os
tipos que mais aparecem e que atuam em diversas doengas no organismo (FANG,
2015). Yildiz et al (2021) relataram como as antocianinas podem ser usadas na
obesidade e chegaram a conclusdo de que elas agem de cinco formas diferentes:
através da inibicdo da absorcdo de lipideos, do aumento do gasto energético, da
regulagdo do mecanismo lipidico, do controle do consumo de alimentos e da
regulagcdo da microbiota intestinal.

Os calculos tedricos tém sido muito usados para entender e predizer as
caracteristicas quimicas e fisicas das antocianinas e seus derivados. Sinopoli et al
(2019) concluiram que os calculos realizados pelos novos métodos de Teoria
Funcional da Densidade (DFT) s&o uteis para identificar os sitios ativos das
moléculas, as mudancas estruturais em diferentes pHs e descrever suas
propriedades antioxidantes.

As antocianinas também podem ser utilizadas como indicadores de pH
naturais, tendo sido inclusive aplicadas no desenvolvimento de tecnologias para
deteccdo de deterioracdo de produtos lacteos (WESTON et al., 2020). Existem
pesquisas envolvendo as potencialidades de uso em sistemas estruturados para a
geracao de energia solar devido sua capacidade de absor¢cdo luminosa e
transformacao quimica (AYALEW et al., 2016; SINOPOLI et al., 2019).

Frutas sao fonte de antocianinas na dieta e fornecem até 70% do consumo
diario dessas substancias. As antocianinas ndo sao consideradas nutrientes
essenciais e por isso nao ha ingestdo diaria recomendada, mas um trabalho
desenvolvido na China sugeriu a ingestao diaria de 50 mg. A avaliagcao da ingestao
diaria de antocianinas ainda é imprecisa devido as dificuldades de quantificacdo delas
nos alimentos mas estima-se entre 12 a 65 mg/dia a ingestdo nos Estado Unidos e
Europa. Ou seja, conclui-se que ha espaco e demanda para aumento do consumo
dessas substancias na dieta (MATTIOLI et al, 2020).
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Produtos alimentares como refrigerantes, geleias, compotas, laticinios e sucos
podem ser beneficiar da adicdo dessas substancias pois além de atuar como
antioxidantes e proteger os alimentos de degradagdo também adiciona a vantagem
de aumentar o potencial nutricional exercendo efeitos de promogao da saude. No
entanto o uso de corantes de antocianinas tem o desafio da estabilidade pois tendem
a degradar rapidamente em presenca de luz, oxigénio, enzimas e temperatura
extrema. Alguns métodos tém sido usados para reverter esse processo como
microencapsulagao, exclusdo de oxigénio, adigcdo de co-pigmento e derivatizagéo
quimica. Microencapsulagado ou complexagado com biopolimeros como maltodextrinas
e beta-glucanos parecem fornecer uma protegao eficiente. Os micro transportadores
podem ser produzidos por secagem por pulverizagao ou liofilizagdo e uma abordagem
alternativa para microencapsulacgao é representada por nano formulagdes como nano
lipossomas ou nano emulsdes (CHEN; INBARAJ, 2019).

3.3 METODOS DE ANALISE DE ANTOCIANINAS

As antocianinas sao soluveis em solventes polares e sao instaveis em pH
neutro ou basico (LOPES et al., 2007; CORTEZ et al., 2016; STAVENGA et al., 2021),
o que favorece a mediagdo da extracdo em solucdo hidro alcodlica em meio
acidificado, através do uso de uma mistura de etanol 70% e acido cloridrico 5% até
pH 2. Para a quantificacdo das antocianinas de forma rapida, podem ser usadas
técnicas de espectrofotometria na regiao da radiagéo Ultravioleta e Visivel. Para a
identificacao é feita a separagdo dos componentes do extrato em cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), sendo os componentes eluidos por solventes apropriados,
seguida da espectrometria de massas onde sao separados conforme a relagao
massa/carga (m/z) de cada um (MARCO et al., 2008).

3.3.1 — Espectrofotometria UV/Visivel

A quantificagao pode ser realizada pelo método do pH diferencial, que consiste
na diferenca de absorgao luminosa conforme a variagao do pH (Figura 6). Em pH 1,
o valor da absorcao € maior que em pH 4,5, pois a estrutura das moléculas muda,
entdo a diferenga entre os sinais € usada para quantificar as amostras conforme
recomenda o método oficial da Official Methods of Analysis de 2005 (AOAC, 2005).
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Figura 6 - Caracteristicas espectrais de antocianinas em pH 1,0 € 4,5
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02 pH 45
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Fonte: Adaptado de LEE et al. (2005).

O método do pH unico é mais simples e econdmico e utiliza as leituras em
espectrofotometria de um valor de pH 2, e a partir das medidas de absorbancia é

possivel calcular o teor total das antocianinas conforme a formula:

D0535nm x Vel x Ve2 x 1000
Valg.xm x E1%1cm

AntTmg %Amostra = Equacao 1

Em que:

DOs3snm: valor da absorbancia no comprimento de onda de 535nm
Ve1: extrato concentrado

Ve2: extrato diluido

Valq: aliquota do extrato 1

m = peso da amostra

E1cm = coeficiente de extingao

Fonte: TEIXEIRA et al., 2008

No trabalho de Teixeira et al (2008) é feita comparagao entre os métodos pH
unico e pH diferencial e nao foi encontrado diferencga significativa entre os resultados
considerando amostras de matrizes diferentes de plantas como frutos e folhas.

No presente trabalho utilizou-se uma metodologia para medir o teor total de
antocianinas que fosse pratica e simples de ser executada. Procurou-se um método
gque nao demandasse muito tempo de preparo e exposi¢cao a altas temperaturas,
evitando a perda das substancias extraidas. Também procurou-se utilizar um método
que pudesse ser facilmente adaptado as condi¢des de infraestrutura dos laboratérios

pois a aquisicao de equipamentos especificos para essa analise nao seria possivel.
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Nessa metodologia do pH unico utilizamos os extratos brutos para leitura da
absorbancia e calculo do teor total de antocianinas. Com isso n&o foi necessario
realizar o processo de secagem dos solventes. Devido a complexidade das solug¢des
extratoras ha dificuldade de adaptar o processo de secagem aos diferentes extratos.
Além disso esse processo poderia causar degradagdo das substancias gerando
resultados subestimados.

A espectrofotometria uv/visivel tem sido cada vez mais usada em diversas
aplicagdes nas areas de pesquisa. Ela € muito util em diversos campos desde
pesquisas em moléculas bioldgicas, vapores de 6leo de cozinha até estudos em ago
e meio ambiente. Na area farmacoldgica pode ser usada na avaliagdo de teor de
principios ativos de medicamentos por ser um método rapido e relativamente barato.
Pode ser usada também em diversas aplicagdes como no mercado de materiais para
analise de papel, filmes, tecidos, 6culos; no mercado de quimica para identificacao de
substancias, controle de qualidade e medidas de cores e na area de biotecnologia em
estudos de reagbes enzimaticas, analises de drogas, de amostras biolégicas, ions,
proteinas entre outras (TERRA, 2020).

Figura 7: Representagdo dos componentes de um espectrofotdmetro UV/Visivel

FONTE DE
Luz PRISMA E — —

FENDA
COLIMADOR SELETORA

CUBETA
DETECTOR

LEITOR

Fonte: propria autora (2023)

O principio basico da espectrofotometria € que cada composto absorve ou
transmite luz em uma certa amplitude de comprimento de onda. Assim, a avaliagcao

também pode ser usada para medir a quantidade de uma substancia quimica
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conhecida. E realizada a medigdo da intensidade da luz em comprimentos de onda,
sendo que os componentes de uma solucdo podem ser identificados por seus
espectros caracteristicos ao ultravioleta, visivel ou infravermelho (Figura 7). Como
uma impresséao digital, saber exatamente a cor absorvida, nos permite identificar e
quantificar materiais diferentes. Quanto mais concentrada for a solugdo, maior sera a
absorcdo de luz. Por outro lado, a cor da solugdo € determinada pela cor da luz
transmitida (TERRA, 2020).

A luz € uma forma de radiagéo eletromagnética que possui caracteristicas de
onda e de particula (féton). Os diferentes elementos absorvem energia em
comprimentos de onda especificos. A cor de uma solucdo esta relacionada ao
comprimento de onda complementar ao apresentado. Portanto, uma solucéo aparece
como branca porque transmite luzes de todas as cores. Quando absorve luzes de
todas as cores, a solucéo € preta. Finalmente, a solucéo € verde quando absorve luz
vermelha e transmite luz verde (amarelo mais azul), denominada de cor
complementar. As radiagdes eletromagnéticas com comprimento de onda entre 380 e
780 nm sao visiveis ao olho humano. Abaixo de 380 nm é denominada ultravioleta

(UV) e acima de 780 nm correspondem a zona infravermelha (TERRA, 2020).
3.3.2 Cromatografia Liquida

Cromatografia liquida € uma técnica amplamente utilizada na separacéo de
substancias. Ela consiste na separacéo delas em uma coluna onde esta a fase sélida
e um solvente que esta na fase liquida carregando os analitos pela coluna. As
substancias sdo separados conforme a afinidade deles com a fase mdével ou com os
sitios ativos da fase estacionaria, ou coluna. Na cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), esse processo € acelerado pelo aumento da taxa de fluxo de fase moével, o
que faz com que os liquidos se separem em velocidade e eficiéncia melhoradas
(LANCAS, 2009).

Na Figura 8 é ilustrado um esquema de um cromatografo liquido com suas
partes correspondentes. Nessa técnica o solvente denominado eluente ou fase mével
€ impulsionado por uma bomba de alta pressdo. No caminho a amostra é introduzida
pela valvula de injecao e arrastada para a coluna onde ocorre a separacao. O efluente
da coluna passa por um detector que acusa a presenga dos analitos e o sinal gerado

por ele é captado por um software apropriado e tratado no computador. Um
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cromatograma é gerado mostrando a variagao do sinal em fung¢ao do tempo de analise
(LANCAS, 2009).

Figura 8: Diagrama ilustrativo das principais partes de um cromatégrafo liquido de alta

eficiéncia.

Fonte: Adaptado de F. M. Langas (2009).

Essa técnica é utilizada para permitir a separagao de misturas de substancias.
Ela age muito bem em meios complexos como um extrato de planta permitindo a
eficiente separagao de todos os componentes que compdem essa mistura de forma
que possam ser identificados nas diversas formas de detec¢cdo. A cromatografia
liquida foi definida na primeira década do século passado, pelos trabalhos do botanico
russo, Mikhail Tswett. Seus estudos eram focalizados na separagao de pigmentos em
uma coluna empacotada com particulas, pigmentos estes extraidos de plantas usando
solventes (LANCAS, 2009).

Existem varias possibilidades de sistemas de detecgdo. No presente
documento, sera destacado os dois tipos de detectores utilizado, a saber: detector por
arranjo de diodos, do inglés Diode Array Detector - DAD, o qual utiliza radiagao
ultravioleta e visivel para leitura e identificagdo das partes cromo6foras da molécula.
Os espectros de absorcao UV/Visivel podem fornecer informagdes importantes sobre
a natureza das agliconas, o padrao de glicosilagao e as possibilidades de acilagao.
Detectores de comprimento de onda unico podem monitorar seletivamente as
antocianinas entre 520 e 546 nm onde outros compostos fenélicos nao sao detectaveis
(COSTA et al., 2000).

Conforme Costa et al. (2000) a cromatografia liquida de fase reversa é a mais
utilizada para separagao de antocianinas e existem diversos métodos desenvolvidos
para essas substancias. Algumas condi¢des sao normalmente seguidas como

detecgao por DAD. Colunas cromatograficas do tipo C18 sdo as mais usadas, mas
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colunas de poliestireno também séo uteis nesses casos, e dependendo do fabricante
as caracteristicas de separacao variam. Para separar substancias semelhantes como
os fendlicos € mais eficiente usar eluicdo gradiente usando metanol ou acetronitrila.
O pH do sistema de eluicido € mantido abaixo de dois pela adicao de acidos formico,
acético ou tricloroacético (MATTIOLI et al, 2020).

Mesmo que algumas antocianinas puras estejam disponiveis como padrdes
analiticos para a quantificacdo de substancias conhecidas, ainda existem muitas
moléculas n&o disponiveis ou recentemente descobertas com diferentes
modificagdes, principalmente na regido das moléculas que envolvem porgdes de
acgucar. Por isso existem trabalhos que identificam a estrutura das substancias através
de outros métodos como comparacgao de tempo de retengédo (MATTIOLI et al, 2020).

A polaridade das antocianidinas é o fator que mais afeta o tempo de retencéo
da cromatografia liquida, sob condigbes normais a ordem de eluigdo comega pelos
derivados de delfinidina, seguido por cianidina, petunidina, pelargonidina, peonidina e
por ultimo malvidina pois a retengdo aumenta conforme aumenta o niumero de grupos
hidroxila ligados ao nucleo flavilium. A presenga de agucares aumenta o tempo de
retencdo e diglucosideos eluem antes de monoglicosideos. A acilagdo também
aumenta o tempo de retengédo (COSTA et al, 2000).

Goiffon et al. (1998) utilizaram a técnica de cromatografia liquida usando a
deteccdo em comprimento de onda unico (525 nm) com sistema de eluigao isocratico
com agua, acetonitrila e acido formico e conseguiram obter a separagao de nove
antocianinas diferentes em oito amostras de sucos de frutas e xaropes. E Tsao e Yang
(2003) otimizaram uma fase movel que pudesse explorar a composi¢ao fendlica com
a intencdo de determinar um indice fendlico total usando a cromatografia liquida de
alta eficiéncia. Madrera e Valles (2020) conseguiram analisar 17 amostras de feijao
quanto ao teor de fendlicos utilizando cromatografia liquida de fase reversa com
deteccéo pelo sistema DAD e as condi¢des de extragao assistida por ultrassom foram
avaliadas e otimizadas pela metodologia de resposta de superficie.

O uso de detectores modernos e softwares dedicados permitem a quantificagao
de componentes das misturas em concentragdes extremamente baixas, mas a parte
de identificacdo é bastante limitada. Ela esta sujeita aos erros devidos ao uso dos
tempos de retencao para a identificacdo dos analitos. Apesar de ser caracteristico de
cada substancia o tempo de retengao nao € unico e varios substancias podem ter o

mesmo valor (LANCAS, 2009). Outro sistema de detecgao muito utilizado € a detecgao
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por espectrometria de massas, do inglés, Mass Spectrometer detector — MS, o qual
ioniza a amostra e utiliza a equivalente massa/carga do composto para identificar cada
um (COSTA et al., 2000).

3.3.3 Espectrometria de massas

A extracao de substancias naturais de plantas origina solugdes de composi¢ao
complexa. Além disso, o fato de as antocianinas serem um grupo de substancias tao
diversas dificulta obtencéo de padrbes analiticos. Nesse caso € interessante usar uma
técnica analitica que possa identificar as substancias de forma simples e eficiente,
como a espectrometria de massas. Nela, as substancias sao separadas conforme sua
massa e podemos utilizar bancos de dados ou comparar com outros trabalhos
similares do mesmo material para encontrar as moléculas correspondentes (COSTA
et al., 2000).

A Figura 9 ilustra um esquema genérico e simplificado de um espectrometro de
massas. A amostra é introduzida por um ‘“inlet” e direcionada para a fonte de
ionizagdo. No caso de um espectrdmetro de massas acoplado a um cromatografo
liquido os sinais cromatograficos gerados pela separagédo dos componentes sao
introduzidos individualmente na fonte de ionizagdo para gerar os ions a serem
posteriormente separados no analisador e encaminhados para deteccdo e
quantificacdo. Um software dedicado efetua os calculos e gera os espectros de

massas e também comanda as fung¢des do espectrémetro. (LANCAS, 2009)

Figura 9: Esquema das principais partes de um espectrdbmetro de massas.
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Fonte: propria autora (2023)



28

O desenvolvimento de novos métodos com alta sensibilidade e seletividade
para o estudo de antocianinas € altamente buscado. A robustez dos instrumentos de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, aliada a reducdo do
preco desses instrumentos tem contribuido. Métodos de ionizagcdo, como ionizagao
por Electrospray (ESI) e dessorgao/ionizacéo a laser assistida por matriz (MALDI),
hifenizados com varios detectores, como Orbitrap, armadilha de ions (IT), quadrupolo
triplo (QqQ), tempo de voo (TOF), e tempo de voo quadrupolo (QTOF) sao
frequentemente usados no estudo de antocianinas (ONGKOWIJOYO; LUNA-VITAL,;
MEJIA, 2018).

A ionizacdo pelo modo Electrospray ocorre em ambiente de pressao
atmosférica onde a amostra é dissolvida em um solvente e pressurizada em um tubo
capilar ao qual € aplicada uma voltagem entre 3000 e 5000V. O liquido emerge do
capilar na forma de aerossol e as goticulas formadas perdem sucessivamente o
solvente e os ions fluem para o espectrometro de massas induzidos pelos efeitos da
atracao eletrostatica e pelo vacuo do analisador. Ele pode ser operado em modo
positivo ou negativo. No modo positivo as goticulas saem do spray com carga positiva
e o eletrodo recebe os elétrons ocorrendo um processo de oxidagao. No modo
negativo ocorre o oposto (LANCAS, 2009).

O quadrupolo é o analisador de massas mais popular atualmente devido a sua
simplicidade e baixo custo relativo, além de possuir boa linearidade e ser de facil
operacgao. Ele é composto de quatro barras cilindricas feitas de metal separadas em
dois pares sendo que um tem potencial elétrico positivo e outro negativo. Uma
combinagdo de corrente continua e radiofrequéncia é aplicada nas barras.
Considerando-se a amplitude entre eles, os ions, que apresentarem certa razéo
massa/carga que esteja em ressonancia com o campo aplicado, irdo passar pelas
barras e serdo detectados. Os demais terdo suas trajetdrias instaveis e serao
eliminados pela bomba de vacuo (LANCAS, 2009).

Até o momento, ESI/TOF sdo os instrumentos mais populares usados na
identificacdo de antocianidinas e seus glicosideos, devido a sua alta sensibilidade e
capacidade de pico. MALDI-TOF, no entanto, ndo é tdo amplamente utilizado uma vez
que o peso molecular de 500 unidades de massa € uma faixa de massa dificil para
analise de MALDI-TOF. Apesar das dificuldades, MALDI-TOF ¢ ideal para analise de
antocianinas oligoméricas e misturas complexas, pois produz um unico ion molecular

carregado para cada molécula parental. O detector mais popular usado no estudo de
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antocianinas € o TOF devido a sua alta velocidade de varredura. O Orbitrap, embora
forneca uma alta resolugdo, é altamente dependente do tempo e do modo de
varredura, que, em comparagao com o TOF, fica aquém do poder de resolugio
(ONGKOWIJOYO; LUNA-VITAL; MEJIA, 2018).

Existe o analisador do tipo Q-TOF (quadrupolo-tempo de voo) que possui
elevada resolucdo, boa sensibilidade e velocidade de varredura. Porém, exigem
eletrbnica muito elaborada, controle do tempo e da energia inicial precisos e
distribuicao espacial dos ions. Sua aplicacao é bastante ampla, especialmente quando
alta resolugao € necessaria. A faixa de massas que analisa € ampla exceto para
valores superiores a 500.000 Da pois sao dificeis de serem determinadas com boa
precisao e exatiddo. (LANCAS, 2009)

As antocianidinas que existem predominantemente como cations flavilium,
permitem que o modo de ionizagao positiva seja 0 mais usado em sua identificagao.
Pesquisas posteriores, no entanto, mostram que a ionizagdo ESI de modo negativo
pode ser util no estudo devido a sua alta sensibilidade. No modo de ionizacéo
negativa, o espectro MS obtido é geralmente mais complexo em comparagado com o
modo de ionizacdo positiva com o ion M+ observado como o ion mais intenso. No
entanto, em comparacdo com o modo de ionizacao positiva, o modo de ionizagao
negativa permite a diferenciagdo das antocianinas dos outros fenéis, como glicosideos
de flavonol (ONGKOWIJOYO; LUNA-VITAL; MEJIA, 2018).

A espectrometria de massas, além da identificacdo das substancias também
contribui com a identificacdo dos diversos modos de ionizagdo e fragmentagao das
substancias contribuindo para o conhecimento aprofundado das estruturas (POLISELI
et al.,, 2018). Hong et al. (2020) utilizaram a espectrometria de massas para
caracterizacao e quantificagdo de antocianinas em matrizes complexas de graos de
milho pigmentados. Yang et al. (2017) desenvolveram uma abordagem alternativa
para avaliacdo de frutas contendo antocianina de modo que foram usados os dados
espectrais de massas das substancias em vez dos cromatogramas. As misturas de
antocianinas foram separadas dos outros componentes em tempo de gradiente curto
(5 min) e o0 espectro de massas representativo foi obtido a partir do cromatograma. Os
dados quimiométricos dos espectros continham informacdes de identificagdo e

quantificacao relativa de antocianinas com precisao e exatidao.
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3.4 PLANEJAMENTO DE MISTURAS

As interagdes que ocorrem entre um solvente e o material a ser extraido sao
inumeras, e é dificil prever para cada material qual o solvente ideal sem fazer
experimentos que demonstram qual tem maior eficacia. Ocorrem situagdes em que a
mistura de dois ou mais solventes altera a capacidade de cada um deles gerando
efeitos sinérgicos ou antagdnicos, e o resultado final pode ser diferente do esperado.
Para isso existem experimentos de planejamento de misturas que podem demonstrar
esses resultados de forma mais simples (NOVAES et al., 2018).

No planejamento de misturas podemos usar solventes em combinagdes preé-
determinadas e depois com os resultados obtidos gerar um modelo de regresséo que
forneca valores de predi¢ao para outras composicdes de misturas. Assim, misturas de
dois e trés solventes podem ser testadas simultaneamente e a partir dos resultados
coletados pode-se gerar uma equagao usada para prever o efeito de outras misturas
sem necessariamente realizar a extracdo (NOVAES et al., 2018).

De forma grafica os planejamentos de mistura podem ser representados por
uma linha para dois componentes, um triangulo equilatero para trés variaveis e para
quatro variaveis um tetraedro. Acima de quatro esses planejamentos tem
representacdes abstratas e a sua visualizacao e interpretagao ficam comprometidos.
A escolha do planejamento adequado deve levar em consideragcdo o numero de
variaveis e as interagdes entre elas, a complexidade do planejamento, a validade
estatistica, a efetividade da modelagem e a viabilidade e os custos envolvidos na sua
execucao (NOVAES et al., 2018).

Nesse trabalho foi executado o planejamento de mistura centroide simplex e na
Figura 10 tem-se a representagcdo geomeétrica dele. Nos vértices do triangulo estao
representados os solventes puros, nas laterais as proporgdes para a combinacao de
mistura para dois componentes e na regidao do interior do tridangulo a composicéo de
mistura para trés componentes. A soma das proporg¢des de todos os componentes de
uma mistura deve ser sempre igual a 100%. Dessa forma, além dos componentes
puros pode-se testar as interacbes entre dois e entre trés solventes e a amostra
(NOVAES et al., 2018).
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Figura 10- Representagdo geométrica para o planejamento de mistura centroide

simplex

AGUA 100%

ETANOL 100% 50/50 METANOL 100%

Fonte: propria autora (2023).

Este planejamento foi proposto por Scheffé (1963) de forma a simplificar os
modelos usados na época que demandavam muitos pontos de analise, se tornando
trabalhosos e caros.

Apods a obtencado das respostas correspondentes a cada ponto definido pelo
modelo experimental os coeficientes b podem ser estimados usando o método dos
minimos quadrados na forma matricial de acordo com a equacgéo 2:

B=X"X)"1(XTY) Equacéo 2
Fonte: Novaes et al (2018)

Onde Y é o vetor que contém as respostas para cada ponto. Cada linha da matriz X
corresponde a uma mistura e contém a mesma ordem vertical no vetor Y.
Para avaliar o nivel de significancia as estimativas dos seus erros devem ser
determinadas pela equacgao 3:
Var(B) = (XTX) 1s? Equagdo 3

Fonte: Novaes et al (2018)

Onde s? é a varidncia global associada as medidas realizadas em relagdo aos

experimentos.
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Para experiéncias de misturas contendo dois ou mais componentes pode-se
desenvolver um modelo linear, quadratico, cubico completo e cubico especial.
Geralmente a presenga de um termo cubico é suficiente para descrever a regido
estudada desta forma o modelo cubico especial € preferido.

Para o modelo experimental centroide simplex foi proposta a fungao polinomial
cubico especial (Equacdo 4), que contém apenas os pontos experimentais
relacionados a presenga de componentes em proporgdes iguais dentro do espago
experimental. Podem ser inseridos outros pontos experimentais no interior do dominio,
conforme a necessidade até mesmo para ajustar a um modelo cubico completo
(NOVAES et al., 2018).

y = blx1+ b2x2 + b3x3 + b12x1x2 + b13x1x3 + b23x2x3 + b123x1x2x3
Equacdo 4

Fonte: Barros Neto et al. (2001)

Para expressao dos resultados globais obtidos com a equacéo gerada pelo modelo,
podem-se usar figuras como a superficie de resposta e o grafico de curva de niveis.
Essa metodologia é utilizada em diversos processos industriais. (BARROS NETO et
al., 2001).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PREPARO DA AMOSTRA VEGETAL

Folhas e caules de Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone foram coletadas
em amostras implantadas na Sede da Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora - MG
(21°46°57’S; 43°23'13'W; 1041 m acima do nivel do mar). Essa cole¢ao foi implantada
a campo em 04/03/2020 e realizado corte de uniformizacdo no dia 19/05/2020,
seguindo as recomendagdes técnicas para o cultivo do capim-elefante (ITALIANO,
2004). Foram realizadas coletas em fevereiro e margo de 2021 e 2022, a folha e o
colmo foram separados, reduzidos a pequenos fragmentos, acondicionados em sacos
plasticos e armazenados em freezer a -20°C. A avaliagao foi realizada em amostras
compostas de folhas das duas coletas. O material vegetal foi constituido por um
gendtipo elite do programa de melhoramento de capim-elefante da Embrapa,
denominado “T_44.1”, o qual foi selecionado em funcéo da alta producao de biomassa

e alta intensidade de coloracéo arroxeada nas flores, folhas e colmos.

4.2 PREPARO DO EXTRATO

Para realizar a extragdo foi utilizado 5g (+/-0,05) de amostra de folhas
descongeladas em temperatura ambiente. A amostra foi reduzida a pequenos
fragmentos e colocada em béquer com a solugao extratora, conforme os 7 ensaios do
planejamento de misturas, posteriormente foi armazenada em geladeira por 24h.
Depois, o extrato obtido foi filtrado com gaze e o liquido recolhido em baldo
volumétrico de 100mL, completando-se o volume com a mesma solugao usada na
extragdo. Foram realizadas medidas de pH no extrato final. Foi realizado o processo
de purificagdo particao liquido-liquido para retirada de substancias interferentes tais
como a clorofila, utilizando mistura de éter etilico:éter de petréleo 1:1 (v/v), em funil de
separacao. Foi descartada a fase do éter que apresentava cor esverdeada, indicando

a presenca de clorofila em maior quantidade (TEIXEIRA et al., 2008).

4.3 EQUIPAMENTOS E REAGENTES

As analises foram realizadas no Laboratério de Analise de Alimentos da

Embrapa Gado de Leite e nos laboratérios Central Bio e de Quimica Analitica e
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Quimiometria da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Foram utilizados os
equipamentos espectrofotdmetro UV/Visivel: marca Instrutherm modelo UV-1000 A
em 535nm; Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE): marca Agilent
Technologies modelo 1260 Infinity Il; Espectrdmetro de massas (MS): marca Agilent
Technologies modelo 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS e Espectrofotdmetro
UV/Visivel de varredura: marca Thermo Scientific modelo Genesys 150, em
comprimentos de onda de 200 a 900 nm. Foi feita calibragdo do branco com agua pura
e do bloco escuro antes de todas as leituras.

Os reagentes utilizados foram adquiridos das empresas VETEC Quimica Fina
Ltda., Dinamica Quimica Contemporanea Ltda., Sigma Aldrich Corporation e
Cromoline Quimica Fina. A agua foi purificada por sistema de osmose reversa. Os
reagentes de grau analitico utilizados no extrato de capim-elefante foram: etanol,
metanol, éter etilico e éter de petrdleo. Os reagentes de grau CLAE utilizados na

analise em CLAE-MS foram: acido férmico e acetonitrila.

4.4 PLANEJAMENTO DE MISTURAS

Por meio da metodologia de planejamento de misturas (BARROS NETO et al.,
2001) foram realizados os ensaios com diferentes propor¢cées de agua, etanol e
metanol para extracdo de antocianinas das folhas de capim-elefante. Devido
caracteristica polar das antocianinas sua extragcdo ocorre melhor com solventes
também polares, conforme os utilizados. A agua € o mais indicado para solubilizagao
por ser o mais polar. O etanol e o metanol, além da polaridade, agem nas membranas
celulares favorecendo a extragdo das substancias que estdo dentro das células
(TEIXEIRA et al., 2008). A partir desse estudo, pode-se avaliar qual composicéao de
mistura de solvente € mais apropriada para extrair as substancias desejados para
posterior analise do perfil. Neste sentido, foi realizada a mistura de trés componentes
conforme apresentado na tabela 1, onde 0 representa auséncia total e 1 representa o

solvente puro sendo cada ensaio realizado em triplicata.
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Tabela 1 — Planejamento de misturas para a extragdo de antocianinas

Ensaio Simbolo Agua Etanol Metanol

1 a 1 0 0

2 e 0 1 0

3 m 0 0 1

4 ae 0.5 0.5 0

5 am 0.5 0 0.5

6 em 0 0.5 0.5

7 aem 0.333 0.333 0.333

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

4.5 DETERMINAGCAO TEOR DE ANTOCIANINAS TOTAIS

O método de analise de antocianinas pelo pH unico foi utilizado de forma que

uma aliquota de 30 mL (Vaq) do extrato concentrado obtido apds a filtragao (Ve1) foi

vertida em baldo de 50 mL (Ve2) € completado o volume com a mesma solugéo

extratora inicial. Uma aliquota dessa dilui¢ao foi usada de forma a preencher a cubeta

de 1 cm, analisada em espectrofotdmetro uv-visivel em comprimento de onda de 535

nm e anotado o valor de absorbancia (DOs3snm). A EQuagéo 5 foi utilizada para o calculo

do teor de antocianinas totais (TEIXEIRA et al., 2008). Foi utilizado o coeficiente de

extingdo médio (E'%m) de diversas antocianinas, adotando-se o valor de 982

(FULEKI; FRANCIS, 1968).

D0O535nm x Vel x Ve2 x 1000
Valgxm x E1%1cm

AntTmg %Amostra =

Em que:

DOs3snm: valor da absorbancia no comprimento de onda de 535nm
Ve1: extrato concentrado (100mL)

Ve2: extrato diluido (50mL)

Valq: aliquota do extrato 1 (30mL)

m = peso da amostra (5g)

E1em = coeficiente de extingédo (982)

Fonte: Teixeira et al. (2008)

4.6 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Equacéao 5

Foi utilizado o equipamento espectrometro de massas Agilent Technologies

6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS com as seguintes especificagdes experimentais:
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fonte de ions ESI, faixa de 100 a 1200 m/z, energia de colisdo 5.00, modos negativo
e positivo, Fluxo de gas do revestimento: 7 Temperatura do gas de revestimento 175
°C Nebulizador: 35 psig, Fluxo de gas: 7I/min Temperatura do gas: 200 °C. Separagao
em cromatografia liquida no equipamento Agilent Technologies modelo 1260 Infinity Il
com fluxo de 0,5 ml/min, volume de injegdo de 40ul, temperatura 35°C, tempo de
corrida 50 min, composic¢ao de solvente modo gradiente — solugdo A: acido formico
0,1% e solugéo B: acetonitrila + acido formico 0,1%, aumentando a concentragdo da

solucédo A de 0 a 95% e reduzindo a solugao B de 100 a 5%.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os efeitos dos solventes foram determinados pelo modelo cubico especial com
analise de significAncia pela Analise de Variancia (ANOVA). As superficies de
resposta da mistura e os calculos de ANOVA foram realizados usando os softwares R
e Excel. Os resultados de MS foram processados usando o MassHunter Qualitative

Analysis v. 10.0 (Agilent Technologies).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da extracdo de antocianinas obtidos para as misturas dos
solventes testadas em extratos das folhas do capim-elefante roxo pelo modelo cubico
especial estdo apresentados na Tabela 2.

Os teores totais de antocianinas nas extragdes variaram de 1,34 mg/100g a
5,70 mg/100g. Nas extracdes com a mistura dos trés componentes (etanol, metanol e
agua 1:1:1), o valor médio do teor de antocianinas foi expressivo (5,70 mg/100g). Esse
valor corresponde aquele encontrado por Zhou et al. (2019) que também avaliou o
teor de antocianinas em capim-elefante, usando extracdo com metanol e analises em
LC-MS.

Em relagdo aos valores obtidos para as misturas binarias (1:1), aqueles
encontrados para a mistura de etanol e agua foram os que promoveram a maior
extragao (5,22 mg/100g), seguido pela mistura de agua e metanol (3,02 mg/100g).
Para a mistura de metanol e etanol, a eficiéncia em extrair as antocianinas foi a mais
baixa (1,34 mg/100g).

Para os solventes puros, o de maior teor total de antocianinas foi o etanol (5,11
mg/100g), seguido pela agua (2,43 mg/100g) e pelo metanol (2,39 mg/100g) que
obteve o menor teor de antocianinas. Alara et al. (2021) relataram que o uso de
misturas de solventes organicos se mostra mais eficiente na extragdo de substancias
fendlicos e que deve fazer um estudo da combinacido de diversos solventes para

encontrar a mistura ideal para a amostra em estudo.
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Tabela 2 — Resultados do modelo cubico especial para a extragdo de antocianinas

em capim-elefante roxo pelo método do pH Unico e leitura em Espectrometria

UV/Visivel

Resultados Extracao Média
Ensaio Agua Etanol Metanol (mg/1009) (mg/100g)"
1.1 1 0 0 2,55 243 bc
1.2 2,31
2.1 0 1 0 5,16 5,11 a
2.2 o)
2.3 4,85
3.1 0 0 1 3,77 239 bc
3.2 1,97
3.3 1,43
4.1 0.5 0.5 0 6,38 5,22 a
4.2 5,26
4.3 4,01
5.1 0.5 0 0.5 3,05 3,02 b
5.2 2,24
5.3 3,77
6.1 0 0.5 0.5 1,46 1,34 c
6.2 1,26
6.3 1,29
7.1 0.333 0.333 0.333 5,47 5,70 a
7.2 5,94
CV (%) 21,93

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Least Significant Difference
(LSD) a 5% de probabilidade.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Aos dados obtidos nessa experiéncia foram acrescentados os pontos
experimentais intermediarios entre agua e etanol puro de 70% agua e 70% etanol para
poder ajustar um modelo de regressao cubico especial (Equagao 6). A falta de ajuste
do modelo n&o foi significativa em nivel de 95% de confianga pelo teste ANOVA. Isso
indica que o modelo se enquadra satisfatoriamente nos dados experimentais, e pode

ser usado para predicao e otimizagao da extragdo de antocianinas em capim-elefante.

“Teor antocianinas (mg/100g)
= 243 a(+/-05)+ 511e(+/-0,4)) + 2,39 m (+/-0,4))
+ 5,78 ae (+/-2,3)) + 2,45 am (+/-2,3)) — 9,66 em (+/— 2,2)
+ 69,18 aem (+/—17,8) “
Equacao 6
Em que:

a=agua
e=etanol
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m=metanol
Fonte: Elaborado pela autora (2023)

Cada coeficiente da equacao representa quanto aquele elemento é favoravel
ao aumento do teor de antocianinas no extrato final. O coeficiente dos trés solventes
foi o maior da equacgéo (69,18), demonstrando ser o que mais contribui para o aumento
na quantidade de antocianinas extraidas. Entre os coeficientes das misturas de dois
componentes, aquele composto por agua e etanol foi o de maior valor (5,78),
revelando sua importancia no calculo do teor de antocianinas e, como pode ser uma
mistura favoravel a extragdo. Sua contribuicdo € maior que a da agua (2,43) ou do
etanol puro (5,11), mostrando que a mistura dos dois solventes tem importante papel
nesse processo de extracdo (MARCO et al., 2008).

Dentre os coeficientes dos componentes puros, o metanol e a agua tiveram os
coeficientes mais baixos (2,39 e 2,43). O coeficiente resultante da interagdo do
metanol e etanol mostrou um sinal negativo (-9,66) e pode ser considerado um
componente que diminui a extracdo. Vale destacar que a cor das solucdes que nao
continham agua em sua composicao era esverdeada (Figura 12), o que é diferente do
avermelhado caracteristico dos extratos que contém antocianinas (Figura 11). Além
disso foi medido o pH dos extratos no final da extragdo sendo que os de coloragao
vermelha apresentaram pH acido e os de cor verde estavam basicos.

Figura 11: Foto dos extratos de capim-elefante realizados com mistura de

agua:etanol:metanol (1:1:1) em pH 2 em duplicata

Fonte: Elaborado pela autora (2023)
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Figura 12: Foto dos extratos de capim-elefante realizados com metanol (100%),

etanol (100%) e mistura de etanol:metanol (1:1) em pH 2

Legenda: A- Metanol (100%) B- Etanol (100%) C- Etanol:Metanol (1:1)

Fonte: Elaborado pela autora (2023)

A curva de nivel para o teor de antocianinas totais em fungao das proporgdes
de solvente esta apresentada na Figura 13. O maior valor encontrado foi na mistura
em de agua:etanol:metanol 4:4:2 (v/v). Para as misturas binarias, etanol:agua 7:3 (v/v)
foi a que demonstrou a maior capacidade de extragao de antocianinas. Isso concorda
com os estudos de Margo et al., 2008 que utilizaram essa mistura para extragao de
antocianinas em materiais vegetais. As antocianinas sao substancias muito polares e
por isso muito soluveis em agua. Porém, estdo contidas no interior das células das
plantas, no vacuolo de suco celular, e para serem extraidas desse local € necessario
um solvente como alcool que tem a capacidade de penetrar as paredes celulares e
expor seu conteudo para o exterior da célula. Por isso, a combinagdo dos dois

solventes é eficiente no mecanismo de extracdo dessas substancias do tecido foliar.
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Figura 13 — Curva de nivel de antocianinas totais (mg/100g) para diferentes
propor¢des etanol, metanol e agua em extratos de capim-elefante roxo pelo método

do pH Unico e leitura em Espectrometria UV/Visivel

Agua

EtOH

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A analise de extratos por meio da espectrometria no uv/visivel de varredura
esta apresentada na Figura 14. Apds a avaliagao dos extratos que teriam em sua
composi¢cao maior teor total de antocianinas, foi realizada uma analise por meio da
leitura do espectro nesses comprimentos de onda, para confirmar a presenca das
antocianinas. Conforme reportado na literatura para substancias isolados, no
comprimento de onda de 500 a 600 nm, as antocianinas sao mais encontradas. Como
neste trabalho isso nao fica evidente devido a interferéncia de outras substancias no
extrato, também é possivel observar a presenca deles em outras regides do espectro
(SAHA et al., 2020). Pode-se verificar que os sinais na regido 340 nm correspondem
aos agucares ligados as antocianinas. Segundo Saha et al. (2020), num espectro de
uv-visivel, as antocianinas apresentam um padrao em que a absor¢ao maxima ocorre
na faixa de 500 nm com um ombro na faixa de 400 a 450 nm que se refere aos

acucares ligados ao cation flavilium. Algumas bandas aparecem na faixa de 310 a 340



42

nm, se os substituintes ligados ao cation flavilium forem acilados e as antocianinas

tém um grupo de absorgao na faixa do visivel de 260 a 280 nm.
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Figura 14 — Espectros de absorgéo na regido do UV-Visivel para diferentes

propor¢des dos solventes etanol, metanol e agua em extratos de capim-elefante roxo
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A relacdo das antocianinas predominantes obtidas por CLAE-MS esta
apresentada na Tabela 3, com os respectivos tempos de retengéo (TR) e equivalentes
massa/carga. O trabalho de Zhou et al (2019) revelou as estruturas de antocianinas
identificadas através das massas obtidas por meio de analise em CLAE-MS em
extratos de capim elefante. Esses dados foram conferidos com bancos de dados
publicos MassBank e PubChem onde as massas e as estruturas das substancias
podem ser verificadas. Utilizando o programa do equipamento CLAE-MS foram
obtidos, para os pontos analisados do planejamento centroide-simplex, as moléculas
identificadas pelos seus respectivos tempos de retengao e equivalente massa/carga.
Foi possivel identificar algumas substancias encontradas no trabalho de Zhou et al
(2019) e aquelas com maior area de deteccéo (> 50.000) no espectrémetro de
massas foram registradas nesse documento.

Estas analises revelaram a presenca de varias estruturas nos extratos de
capim-elefante roxo. Além do mais, pode-se perceber que algumas antocianinas séo
predominantes como pelargonidina 3-robinobiosideo que aparece em todas as
misturas binarias e a pelargonidina 3-[2”-(2’-trans-cafeoil-beta-D-glucopiranosil)-
beta-D-galactopiranosideo] na agua pura. A peonidina 3-(6”-p-cumarilglicosideo)
aparece somente na mistura de etanol e agua e a cianidina 3-latirosideo aparece na
mistura ternaria e de etanol e metanol. A malvidina, por sua vez aparece em quase
todos os extratos e parece ser a antocianidina mais comum. Percebe-se também que
as misturas binarias e a mistura ternaria sdo as mais promissoras em diversidade de
antocianinas diferentes no mesmo extrato, e os solventes puros demonstram ter

menor poder de extrair substancias diferentes.
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Tabela 3 — Relagéo das antocianinas predominantes obtidas por meio da
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas nas diferentes proporgdes dos
solventes etanol, metanol e agua para os extratos de capim-elefante roxo; TR: Tempo de

retencdo em minutos e m/z: relagcdo massa/carga

Ensaio Antocianinas TR (min) m/z

Pelargonidina 3-[2”-(2""-trans-caffeoil-beta-D- 7,3 755,2200

a glucopyranosil)-beta-D-galactopiranosideo]
e Malvidina 25,0 329,0660
m Malvidina 6,6 326,0735
Malvidina 3-(6"-acetilglucosideo) -5- 25,0 695,1742

ae glucosideo

Pelargonidina 3-robinobiosideo 17,0 577,1556
Peonidina 3- (6”-p-coumarilglucosideo) 17,2 607,1448
am Malvidina 25,0 329,0652
Pelargonidina 3-robinobiosideo 19,2 577,1536
em Cianidina 3-latirosideo 5,3 579,1335
Malvidina 249 329,0648
Pelargonidina 3-(6"-acetilglucosideo) 229 473,1071
Pelargonidina 3-(6"-caffeilglucosideo) 54 593,1290
Pelargonidina 3-robinobiosideo 19,3 577,1551
aem Cianidina 3-latirosideo 6,7 579,1382
Malvidina 249 329,0664

Fonte: propria autora (2023)
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Figura 15 — Relagao das antocianinas predominantes obtidas por meio da
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas nas diferentes
propor¢des dos solventes etanol, metanol e agua para os extratos de capim-elefante
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Pelos resultados obtidos pelo planejamento centroide-simplex, pode-se inferir
que a presenga de agua, etanol e metanol na mistura favorece a extracdo de
antocianinas em capim-elefante roxo quando observamos o alto teor de antocianinas
obtido pela mistura dos trés reagentes. Por outro lado, em relagdo aos reagentes
puros, o etanol extrai mais substancias e a mistura binaria agua:etanol (1:1) se mostra
a mais eficiente deste tipo de mistura. Estudos que foram feitos usando esse modelo
de experimentos revelaram que a mistura de dois ou mais solventes sempre é
favoravel ao resultado final (NOVAES et al., 2018).

O modelo de predicdo foi usado para obter o resultado do teor total de
antocianinas obtidas do capim elefante roxo (NOVAES et al., 2018). Neste sentido, os
testes de significancia revelaram que o modelo pode ser usado para predigao de
conteudo de antocianinas usando combinagdes dos solventes: etanol, metanol e
agua. O maior valor encontrado foi na mistura em que agua e etanol estdo em
proporgdes iguais de 40% cada uma e o metanol completa o volume total com 20%.

Para o capim elefante se tornar uma boa fonte de substancias bioativas é
necessario avaliar, além do teor total dessas substancias, o método de extracido que
favoregca o seu aproveitamento nos processos industrias tanto alimenticio quanto
farmacéutico. Em relagao aos resultados encontrados vemos um favorecimento do
uso da agua e do etanol como melhores extratores de antocianinas. Esses solventes
sdo bem acessiveis e podem ser retirados do extrato final através de processos de
secagem. Além disso sao menos toxicos do que o metanol atuando como facilitadores
para o uso alimenticio das substancias (Margo et al., 2008).

A analise de extratos por meio da espectrometria no UV/Visivel de varredura é
utilizada ha muito tempo pela sua simplicidade e custo para a avaliagao inicial das
substancias que podem ser encontradas nas amostras (HARBORNE, 1959). No
presente estudo foram detectadas duas composigdes distintas diferenciadas pela cor,
sendo uma vermelha e outra verde. Os pigmentos antocianicos produzem coloragao
do roxo ao alaranjado e os pigmentos verdes podem ser substancias relacionadas a
clorofila. Porém as antocianinas se alteram estruturalmente em pH basico e geram
compostos chamados chalconas que emitem radiagdo em faixas diferentes do
vermelho. O pH dessas solugdes estava alterado pois ao ser feita avaliagao observou-
se que ele estava mais basico do que os extratos de cor vermelha. As chalconas
derivadas de antocianinas podem estar presentes nesses extratos mas sua alteragao

de cor provocou a mudanga na cor do extrato.
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Na metodologia usada nesse estudo a avaliagdo do teor de antocianinas totais
esta diretamente relacionada a absorbancia observada no comprimento de onda de
535 nm (FULEKI; FRANCIS, 1968). Porém encontramos extratos com teor alto de
antocianinas, mas com coloragao verde, que é diferente do vermelho caracteristico
delas. Podemos verificar que elas estdo presentes, mas que sua coloracido foi
modificada devido as condi¢des diversas como composicdo de solventes, pH da
solucdo final entre outras. Concluimos que a cor do extrato nem sempre é um
indicativo real da presenca delas pois, mesmo que a estrutura quimica tenha se
alterado, podemos identificar essas antocianinas modificadas.

A analise dos extratos de capim-elefante na espectrofotometria em uv/visivel
revelou um espectro de diversos sinais o que demonstra que o extrato etandlico de
capim-elefante € complexo e pode ser fonte de outros produtos naturais. Para isso
sdo necessarios estudos que utilizam metodologias de identificagdo como
espectrometria de massas voltado para esses grupos de substancias. Também
necessita-se desenvolver processos de purificagcdo dos mesmos (Ojo et al., 2022).

De forma complementar, o espectrémetro de massas acoplado a cromatografia
liquida de alta eficiéncia € uma ferramenta importante na identificacdo de substancias
em misturas complexas (ZHANG et al.,, 2022). Os dados relativos as massas
moleculares encontradas sao comparados a outros trabalhos onde essas substancias
foram identificadas. Além disso, o banco de dados publico também foi usado para
essa identificagdo. A partir dessa avaliagao foram identificadas varias estruturas de
antocianinas nos extratos de capim-elefante, sendo que pelargonidina 3-
robinobiosideo e a antocianidina malvidina sdo mais encontradas (Figura 15).

Muitos estudos mostram os beneficios a saude humana que as antocianinas
promovem, pois elas sao conhecidas por seu poder antioxidante, sendo potentes anti-
inflamatorios naturais, protetores de doengas degenerativas e cancer. Em estudos
especificos sobre cada antocianidina e seus glicosideos verifica-se que a
pelargonidina e cianidina tem efeito promissor contra a obesidade (GUO et al., 2020;
WANG et al., 2023), que a combinagao de peonidina e malvidina atenua a expressao
de genes inflamatérios (MACKERT et al., 2016), que a cianidina e a malvidina juntas
podem proteger do envelhecimento da pele causado por radiagao solar (PETRUK et
al.,, 2017), a cianidina atua na restauracdo da mucosa em doencas do intestino
(IGLESIAS et al., 2022) e na prevengao a danos do 6rgao causado por poluicdo
ambiental (CHEN et al., 2022).
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Estudos que tentam elucidar o mecanismo de a¢ao das antocianinas revelam
que elas agem no rearranjo das membranas celulares (STRUGALA-DANAK et al.,
2022), no trato gastrintestinal produzindo enzimas e protegendo a microbiota (OTEIZA
et al., 2022), através da indugado de enzimas e da expressao de genes antioxidantes
(GARCIA; BLESSO, 2021). Além disso protegem do cancer de mama através da
inibicdo de alguns fatores pro-inflamatorios e do acréscimo da atividade de enzimas
detoxificagao (LI et al., 2022) e através de diversos mecanismos como diminui¢gao da
disfungao colinérgica, da apoptose, e da sinapto toxidez ela pode atuar no tratamento
do Alzheimer (SURESH et al., 2022). Elas também podem ter poder antibiético como
as antocianinas extraidas de trigo colorido (SHARMA et al., 2020).

As analises no espectrometro de massas revelaram diversas relagdes
massa/carga de antocininas e antocianidinas relatadas na literatura cientifica. Através
da analise desses e de outros ions e de seus fragmentos gerados no CLAE-EM
poderemos chegar a conclusédo de que outras substancias estdo presentes inclusive
antocianidinas com outros grupos de ligagéo que ainda nao foram identificados. Além
disso uma analise desses fragmentos podera revelar seus ligantes principais, ou seja,
quais acidos, agucares e outras substancias estdo se ligando a elas e auxiliando na
sua estabilizagao. A elucidacao estrutural também pode auxiliar no estudo de como

ocorre a sintese quimica deles (POLISELI et al., 2018).
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6 CONCLUSOES

Com este trabalho foi possivel determinar a quantidade total de antocianinas
encontradas nas folhas do capim-elefante roxo e determinar quais tipos s&o mais
encontradas nessa biomassa. Ademais, o método de extracdo, a analise
espectroscopica e o método de separacédo desenvolvidos e otimizados no presente
trabalho foram eficientes para prospectar o capim-elefante como uma espécie
promissora para extragao de antocianinas. Esse resultado € importante e mostra como
essa espécie pode ser uma boa fonte dessas substancias. O capim-elefante tem sido
muito estudado devido seus grandes potenciais nutricionais, produtivos e como
gerador de energia da biomassa. Mas seu potencial biolégico ainda € pouco conhecido
e esse trabalho acrescenta importantes informacdes nesse sentido.

Como trabalhos futuros devem-se ampliar os estudos que determinem o teor
de antocianinas em outras estruturas do capim-elefante, como o colmo. Este
apresenta coloracdo arroxeada e provavelmente possui alto teor de antocianinas.
Também é necessario proceder avaliacdes quanto a variacado do teor das substancias
ao longo das estagdes do ano, do local e do modo de cultivo, visto serem substancias
relacionados ao metabolismo especial das plantas e que sofrem grande influéncia
desses fatores. Também é necessario realizar estudos biolégicos com os extratos da
planta que demonstrem os efeitos benéficos a saude, além do seu poder antioxidante,
antimicrobiano e citotoxico.

A Embrapa se dedica a estudos em pesquisa agropecuaria e tem como missao
entregar novas solugdes tecnoldgicas aos produtores rurais e empresas do setor. No
melhoramento vegetal, a Embrapa tem foco desenvolver cultivares que atendam o
interesse dos produtores e consumidores para cada finalidade de uso. Nesse caso as
técnicas utilizadas no presente trabalho sédo uteis na selegcéo e desenvolvimento de
gendtipos que contenham maior teor de antocianinas. Isso afetara a pesquisa em
nutricdo e saude animal agregando valor a espécie e as novas cultivares a serem

desenvolvidas.
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