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RESUMO

Este trabalho investigou o perfil de antocianinas no capim-elefante com técnicas de
separacao como a eletroforese capilar e a cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao
no ultravioleta visivel. Devido a auséncia de fluxo eletrosmotico ndo foi possivel a deteccao
das antocianinas por eletroforese capilar, porém a cromatografia liquida permitiu a detecgao e
visualizacdo do perfil das antocianinas extraidas. Além disso focamos na otimizacdo da
extracdao usando solventes a base de agua e etanol por meio do planejamento de misturas. Os
resultados revelaram informagdes essenciais sobre as antocianinas nos extratos hidroalcoolicos
do capim-elefante, identificando cinco antocianinas, com a cianidina-3-glicosideo
predominante. Embora proporcdes iguais dos solventes tenham aumentado a eficiéncia global
de extragdo, essa eficacia ndo se traduziu diretamente no teor de antocianinas. Um modelo
polinomial de misturas mostrou que a propor¢ao entre 75 ¢ 90% de etanol otimiza o teor de
antocianinas extraidos. O tempo de extra¢do também foi estudado otimizando em 4 horas para

a taxa e em 18 horas para o teor de antocianinas nos extratos.

Palavras-chave: antocianinas; capim-elefante; extracdo; planejamento de misturas; perfil

fitoquimico



ABSTRACT

This study delves into unraveling the anthocyanin profile of elephant grass
hydroalcoholic extracts using capillary electrophoresis and high-performance liquid
chromatography. The capillary electrophoresis was unable of detect the anthocyanins due lack
of electroosmotic flow, although high performance liquid chromatography allowed the
construction of the profile. Besides the extraction process with water and ethanol was optimized
through mixture design. Despite higher overall mass extraction efficiency with equal solvent
proportions, this doesn't linearly translate to anthocyanin content, hinting at additional
compounds in the extracts. Identification of five anthocyanins, with cyanidin-3-glucoside as the
most abundant, underscores the extract's complexity. The 25-10:75-90 Water:EtOH ratio
emerges with the highest anthocyanin content according to validated polynomial mixture
model. A 4-hour extraction optimizes rates, while 18 hours maximizes anthocyanins. These
findings hold promise for positively impacting anthocyanin-enriched product production,
enhancing nutritional and sensory qualities across diverse industries in agriculture, nutrition,

and pharmaceuticals, offering novel avenues for functional and appealing product development.

Keywords: anthocyanins; elephant-grass; extraction; mixture design; phytochemical profiling
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1 INTRODUCAO

As antocianinas sdo fitoquimicos da classe dos flavonoides que despertam um interesse
crescente tanto em vias académicas como comerciais. A ampla variabilidade de antocianinas
associadas a fendmenos quimicos permite que essas substidncias assumam as mais diversas
coloragdes no reino vegetal. As potencialidades do uso das antocianinas variam desde seu uso
como corantes naturais até usos terapéuticos devido as suas capacidades antioxidantes
reconhecidas. Pelos motivos citados, se faz necessario o estudo aprofundado de possiveis fontes
de antocianinas. Nesse contexto, surge o capim-elefante, uma forrageira com alto potencial de
producdo de biomassa. A elucidacdo do perfil de antocianinas do capim-elefante fornecera
informagdes importantes sobre o potencial dessa biomassa como produtora de fitoquimicos e

qual o seu real valor agregado.

1.1 ANTOCIANINAS

As antocianinas, pigmentos naturais vibrantes encontrados em plantas vasculares,
desempenham um papel crucial na diversidade de cores vistas em frutas e flores, indo do laranja
e vermelho ao rosa, violeta e azul. Esses compostos, soliveis em agua, contribuem para o apelo
visual de varios tecidos vegetais, adicionando ndo apenas valor estético, mas também possiveis
beneficios a saude, uma vez que tém sido estudados por suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias. Apesar da falta de caracteristicas aromaticas ou de sabor, as antocianinas tém um
gosto moderadamente adstringente. Dada a sua ampla distribuicdo, as antocianinas sao
comumente encontradas em uma variedade de frutas e vegetais, como uvas, repolho roxo,
amoras ¢ magas. A diversidade de alimentos ricos em antocianinas oferece aos consumidores
uma ampla gama de opg¢des para incorporar esses compostos em suas dietas, potencialmente
promovendo o bem-estar geral por meio do consumo de frutas e vegetais coloridos e ricos em
nutrientes (SANGEETA et al., 2023).

Antocianinas s3o uma classe de flavonoides da via do acido chiquimico, sendo derivadas
diretas das antocianidinas. Esses compostos possuem a estrutura comum de 15 carbonos na
forma de C6-C3-C6. A estrutura basica das antocianinas envolve antocianidinas, que sdo
moléculas combinadas com uma porgao de agucar sendo assim a distingdo entre antocianidinas
e antocianinas € que a primeira ¢ uma estrutura aglicona e a segunda uma espécie glicosilada
(LIN et al., 2023). A diferenciagdo quimica entre antocianinas se da pela quantidade e posi¢ao

dos ligantes, sendo eles hidroxilas e grupos metoxila (VALLS et al., 2009). A Figura 1 mostra
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os principais tipos de espécies de antocianidinas ¢ um exemplo de antocianina ligada a um

glicosideo.

Figura 1 - Estrutura dos principais tipos de antocianidinas.
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Fonte: Adaptado de VALLS et al. (2009).

As antocianinas sdo geralmente soliiveis em agua e estdo presentes no tecido vegetal
das plantas. Por absorverem luz na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) sdo as principais
classes responsaveis pela coloragdo das plantas, junto com a clorofila (MARCO; POPPI;
SCARMINIO, 2008). As antocianinas possuem a funcdo de proteger as plantas de fatores
abioticos, como seca e frio (XIAOWEI et al., 2014) e bidticos, como pragas ¢ doengas
(KRUGER et al., 2014; WALLACE, 2011). Portanto, aumentam as respostas antioxidantes das
plantas e preservam a fisiologia dos tecidos (BROUILLARD, 1983), além de atrair espécies
dispersoras (SINOPOLI; CALOGERO; BARTOLOTTA, 2019). As antocianinas possuem
interesses nutricionais e medicinais (HE; GIUSTI, 2010), uma vez que podem ser utilizadas
para controlar a obesidade, diabetes e como neuro-protetor. Seu consumo traz beneficios para
a visdo, protege de riscos cardiovasculares e pode inibir o crescimento de alguns tipos de cancer
(POJER et al., 2013). Além disso, possui interesse comercial, j& que podem ser usadas como
corantes naturais (DA COSTA; HORTON; MARGOLIS, 2000).

Estruturalmente, as antocianinas podem ser diferenciadas pela quantidade de hidroxilas,
grau de metilagdo e pela presenca de outros ligantes como agucares e acidos organicos. Sao
compostos instaveis e se degradam sob a a¢do de luz, temperatura e quando expostos ao ar

(MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008). Outro fato de grande importancia no estudo das
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antocianinas ¢ o pH, uma vez que sua estrutura se modifica de acordo com a variagdo do mesmo.
De modo geral, em pH 4cidos existe a predominédncia do acido flavilico, o que favorece uma
coloragdo avermelhada, enquanto em pH acima de 6 a estrutura quinodal ¢ favorecida,
caracterizada pela coloragdo azulada. Outras formas incolores também existem, sendo elas

pseudo-base carbinol e chalcona, conforme mostra a Figura 2 (OZGUR; CIMEN, 2018).

Figura 2 - Modelo esquematico da forma quimica das antocianinas em funcdo do pH.
pH=1-3 pH=4-5 pH=6-7

u Y -ntl
= EE
3 ',‘g —
CRETIE e

-

Navylium cation carbinol pseudobase quinonoidal base

e

chalcone anlonic quinonoidal base

Fonte: Adaptado de OZGUR; CIMEN (2018).

A estabilidade das antocianinas pode ser aumentada com a presenca de acidos fenolicos
e outros flavonoides devido a copigmentacao, que € a interagdo entre as espécies por ligacdes
de hidrogénio (MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008). A copigmentacdo também influencia
nas cores das plantas e € um fator importante a se ser levado em conta, uma vez que diferentes
antocianinas podem apresentar as mesmas cores em diferentes partes das plantas devido a esse
processo (TROUILLAS et al., 2016).

De forma geral, a extragdo de antocianinas de fontes naturais € mais facil que sua sintese.
Dessa forma, métodos de extragdo levando em conta as particularidades de diferentes matrizes
merecem ser estudados (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009). O procedimento padrio para a
extragdo de antocianinas de plantas envolve inicialmente uma extragao sélido-liquido, seguida
por uma extracdo liquido-liquido, onde outras classes indesejadas, tais como outros

flavonoides, agucares e acidos fendlicos sdo retirados (NAVAS et al., 2012).

Na industria alimenticia, as antocianinas sao comumente utilizadas devido as suas cores
atrativas e beneficios promotores da saude. Elas sdo aplicadas em alimentos para intensificar a

cor ou criar novos tons, € técnicas de copigmentacdo sdo frequentemente empregadas para
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proteger e estabilizar as antocianinas durante o processamento de alimentos. No entanto, sdo
necessarias pesquisas adicionais para compreender a estabilidade, biodisponibilidade,
toxicidade e metabolismo das antocianinas modificadas, o que pode acelerar sua aplica¢dao na
industria alimenticia e garantir um uso seguro (LIN et al., 2023).

Além disso, as antocianinas apresentam potenciais aplicagdes na area da medicina. Elas
tém sido objeto de estudo devido aos seus efeitos na prevencao e tratamento de doengas, e
métodos modificados de uso de antocianinas, como modificagdes quimicas e fisicas, podem
melhorar sua biodisponibilidade e estabilidade, potencializando seus efeitos terapéuticos
(YANEZ-APAM et al., 2023).

Essa compreensdo aprimorada ¢ essencial para acelerar sua aplicagdo na industria
alimenticia e assegurar sua utilizacdo em diversas areas. De maneira geral, as antocianinas
oferecem oportunidades para o desenvolvimento de produtos diversos, com aplicagdes tanto na
industria alimenticia, quanto medicinal. Estratégias integradas sdo necessarias para melhorar a
estabilizacdo das antocianinas, promovendo assim seu uso continuo na criagdo de produtos

coloridos e benéficos a saude.

1.2 CAPIM-ELEFANTE

O capim-elefante [Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone syn. Pennisetum
purpureum Schumach.] ¢ uma graminea forrageira de origem africana e comum em paises
tropicais como o Brasil. E uma espécie que atrai bastante interesse por possuir um ciclo de
colheita curto, entre 3 e 4 meses, e potencial de producdo de até 50 toneladas de biomassa seca
por hectare por ano (FERREIRA et al., 2021). Possui alta eficiéncia fotossintética, longevidade,
persisténcia, crescimento rapido, ampla adaptagdo, além de capacidade de fixacdo biologica de
nitrogénio (ROCHA et al., 2017). Seu uso ¢ voltado especialmente para alimenta¢do animal
devido ao alto valor nutritivo, além de outras potencialidades como a produ¢do de bioenergia
(DE O. LESSA et al., 2021; STREZOV; EVANS; HAYMAN, 2008) e de papel (DAUD et al.,
2014). Além disso, o plantio do capim-elefante pode contribuir na manutenc¢ao da fertilidade
do solo e proteger contra erosdoes (LOTFY; MOSTAFA, 2014).

Resultados promissores relativo a produgdo de biomassa de capim-elefante
(ANDERSON; CASLER; BALDWIN, [s.d.]; ZENG-HUI; HONG-BO, 2010) o torna atraente
para diferentes frentes, sejam académicas ou industriais. Este diferencial tem gerado grande
demanda de trabalhos com a cultura, visando a implantacdo da mesma para produgdo de

compostos de alto valor agregado, sobretudo considerando genotipos com caracteristicas de
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destaque, como aqueles de coloracdo arroxeadas (YAN et al., 2021). Essas caracteristicas sao
em parte devido a presenca de antocianinas em suas folhas e colmos. E estimado que o capim-
elefante cultivar “roxo” possua por volta de 0,76 mg de antocianinas por 100 g de biomassa
(YAN et al., 2021).

Devido ao interesse crescente em relagdo as antocianinas na contemporaneidade, novas
técnicas de extracdo e determinacdo se fazem necessarias, assim como novas fontes naturais
para sua obtencgdo. Dessa forma, no presente trabalho buscamos estudar a potencialidade do
capim-elefante de coloragdo arroxeada se revelar uma possivel fonte de antocianinas, sobretudo

pelas caracteristicas quimicas e agronomicas muito promissoras dessa biomassa.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Nessa sessao serdo abordados os pontos mais importantes para o bom entendimento do
estudo realizado, além de uma revisao bibliografica que permitiu tragar as diretrizes desse

trabalho.

2.1 PRODUTOS NATURAIS

Produtos naturais sdo substancias quimicas produzidas por organismos vivos, incluindo
plantas, animais e microrganismos. A fun¢do bioldgica desses compostos envolve a producao
de aroma, sabor, cor e prote¢do contra estresses bioticos e abidticos (LEE SIMAS PORTO et
al., 2023). Essas substancias sdo caracterizadas por uma estrutura quimica complexa e diversa,
muitas vezes contendo multiplos grupos funcionais. Os produtos naturais tém sido uma fonte
importante de medicamentos, fornecendo uma grande variedade de compostos bioativos com
potencial terapéutico (NACZK; SHAHIDI, 2006). Além disso, essas substancias t€ém sido
amplamente utilizadas em diversos setores, como alimenticio, cosmético e agricola, devido as
suas propriedades funcionais e beneficios para a saide (NEWMAN; CRAGG, 2012).

A utilizacdo de plantas com compostos bioativos nao ¢ novidade, uma vez que os
produtos naturais t€ém sido uma importante fonte de medicamentos desde os primordios da
humanidade. A histéria da medicina tradicional, que se baseia no uso de plantas e outros
recursos naturais para tratar doengas, remonta ha mais de 5.000 anos, em civiliza¢des antigas
como a chinesa, egipcia e grega. Na Grécia Antiga, por exemplo, Hipocrates, considerado o pai
da medicina moderna, prescrevia plantas medicinais para seus pacientes. A partir do século
XIX, com o desenvolvimento da quimica organica e da farmacologia, os produtos naturais
passaram a ser mais estudados e utilizados em medicamentos. Cerca de 25% dos medicamentos
comercializados sdo derivados de produtos naturais, incluindo desde antibidticos e antivirais
até analgésicos e quimioterapicos (CALIXTO, 2019).

A importancia dos produtos naturais na medicina se deve, em grande parte, a sua grande
diversidade quimica. As plantas e outros organismos produzem uma ampla variedade de
compostos quimicos, muitos dos quais possuem atividades bioldgicas uteis para o tratamento
de doengas. Os alcaloides, por exemplo, compostos nitrogenados produzidos por plantas, tém
sido amplamente utilizados em medicamentos para o tratamento de dor, cancer e outras
condi¢des. Outros grupos importantes de compostos bioativos incluem os terpenoides,

flavonoides e fendis. A descoberta e utilizagdao desses compostos t€m sido fundamental para o
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desenvolvimento de novos medicamentos e para o avanco da medicina (ATANASOV et al.,
2021).

Além disso, os produtos naturais sdo frequentemente utilizados em medicina tradicional,
em que sao prescritos para tratar uma ampla variedade de doencgas e condi¢des. Na China, por
exemplo, a medicina tradicional utiliza cerca de 6.000 plantas diferentes para tratar doengas.
Em muitos casos, a eficacia desses tratamentos tem sido comprovada por estudos cientificos.
Além disso, os produtos naturais também sao frequentemente utilizados em suplementos
alimentares e cosméticos, devido as suas propriedades benéficas para a saude e beleza (DAI et
al., 2022).

A fitoquimica se dedica ao estudo dos compostos quimicos produzidos naturalmente
pelas plantas, muitos dos quais possuem propriedades farmacologicas, tais como antioxidante,
anti-inflamatoria, anticancerigena, antimicrobiana, entre outrastNEWMAN; CRAGG, 2020).
Portanto, a analise de compostos bioativos em produtos naturais ¢ um campo importante de
pesquisa e desenvolvimento de novos produtos terapéuticos com base em compostos naturais
(ALTEMIMI et al., 2017).

E natural, tendo em vista as razdes supracitadas, que a analise e elucida¢ido de compostos
bioativos que compdem os perfis fitoquimicos das mais variadas fontes possua interesse
cientifico e econdmico, sendo uma area de grande concentracdo de publicacdes e inovagdes.
Nesse sentido, diversas técnicas tém sido desenvolvidas para a andlise de fitoquimicos,
incluindo cromatografia liquida (LC), cromatografia com fase gasosa (GC) e eletroforese
capilar (CE), além de técnicas espectroscopicas, como espectroscopia no infravermelho
proximo (NIR) e médio (MIR) (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés, High Performance Liquid
Chromatography) ¢ uma das técnicas mais utilizadas para a analise de fitoquimicos, pois
permite a separagdo e identificacdo de diferentes componentes presentes em um extrato. Essa
técnica pode ser combinada com diversos tipos de detectores, como espectrometros de massa
(LC-MS) (MARQUIES et al., 2018; RIFFAULT et al., 2014), detectores de arranjo de diodos
(LC-DAD) (FU et al., 2020; NAHAR; ONDER; SARKER, 2020).

A técnica de GC também ¢ utilizada na andlise de fitoquimicos, especialmente para
volateis. Essa técnica pode ser combinada com diversos tipos de detectores, como
espectrometros de massa (GC-MS) (BHALLA et al., 2021; BHAWSAR, 2016) e detectores de
ioniza¢do em chama (GC-FID) (OZGENC et al., 2017; SHARMA et al., 2021).

Outras técnicas também podem ser aplicadas a analise fitoquimica, seja de forma isolada

ou hifenada, como ¢ o caso da ressondncia magnética nuclear (RMN) (BENDIF et al., 2020;
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VERPOORTE; CHOI; KIM, 2007), usada para elucidar estruturas de compostos bioativos ou
de técnicas espectroscopicas como MIR (JOHNSON et al., 2023) ou NIR (KUMAR; SINGH;
DHANANI, 2017) que consegue elucidar o perfil fotoquimico de espécies através do seu
espectro vibracional, o mesmo se aplica a espectroscopia RAMAN (WANG et al., 2020).

2.2 QUIMICA DAS ANTOCIANINAS

2.2.1 Biossintese das antocianinas

A sintese das antocianinas envolve um processo intrincado com vdarias etapas
enzimaticas. Inicialmente, a enzima chalcona sintase catalisa a fusdo entre malonil CoA e p-
coumaroil CoA, resultando na criagdo da chalcona, um composto intermediario.
Posteriormente, a chalcona ¢ convertida pela chalcona isomerase em naringenina, que atua
como precursor na sintese de antocianinas. A naringenina passa entdo por hidroxilagdo pela
flavanona 3-hidroxilase, gerando dihidroflavonol. A etapa subsequente envolve a reducao do
dihidroflavonol pela dihidroflavonol 4-redutase, resultando em leucoantocianidina. Finalmente,
a leucoantocianidina ¢ oxidada pela antocianidina sintase, dando origem a antocianidinas. Essas
fases compdem a rota biossintética fundamental para a producdo de antocianinas em plantas,

como pode ser verificado na Figura 3 (ZHANG; BUTELLI; MARTIN, 2014).
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Figura 3 - Esquema da rota biossintética para produ¢@o natural de antocianinas.

Shikimate Pathway

v

Phenylalanine -

PAL
Cinnamic Acid General
*CAH Phenylpropanoid
p-Coumaric Acid Pathway

¢4CL

p-Coumaroyl CoA -

3 X Malonyl CoA —$CHS

Naringenin Chalcone

CHI
FNS
<4— Naringenin
* F3H/FIH/FI5H

Dihydroflavonol
DFR

Ly

Anthocyanin

FLS

Current Opinion in Plant Biology
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Adicionalmente, a modificagdo do anel B das antocianidinas desempenha um papel
crucial na determinagdo das diversas cores visiveis. A hidroxilagdo do anel B ocorre em
posigdes especificas, como 3',4', 5' e 7', resultando em uma ampla gama de tonalidades para as
antocianidinas. A variagdo na hidroxilagdo em diferentes posicdes pode resultar em
antocianidinas que proporcionam uma paleta de cores, indo de tons laranjas a azulados. Essa
diversidade cromatica ¢ essencial para a coloragdo de flores e frutas, contribuindo para atrair
visualmente polinizadores e dispersores de sementes (ZHANG; BUTELLI; MARTIN, 2014).

Além disso, a sintese de antocianinas ¢ fortemente influenciada por fatores ambientais
e de desenvolvimento. A regulagdo da expressdo génica das enzimas envolvidas na sintese de
antocianinas ¢ crucial para a produgdo e acumulo desses pigmentos em diversos tecidos e
estagios de desenvolvimento das plantas. Compreender a regulacdo da sintese de antocianinas
¢ essencial para a engenharia bem-sucedida desses pigmentos em plantas, visando modificar
cores e propriedades funcionais desejadas.

Apos a formagdo das antocianidinas, ocorrem processos de substituicdes nos anéis B e
C por meio da glicosilacdo e acilacdo, que desempenham papéis fundamentais na estabilidade,

coloracdo e funcionalidade desses pigmentos. A glicosilagdo das antocianidinas envolve a
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adi¢do de grupos de agucares em posi¢des especificas, principalmente no carbono 3 (C3), e ¢
catalisada por enzimas glicosiltransferases (MAZZA; BROUILLARD, 1987). Essa
modificagao contribui significativamente para a estabilidade dos pigmentos, influenciando sua
longevidade e intensidade de cor. Além disso, a presenga de grupos glicosilicos pode sutilmente
alterar a tonalidade das cores das antocianidinas, deslocando-as ligeiramente em direcdo ao
vermelho, o que ¢ crucial para a diversidade de cores observadas em flores e frutas. Por outro
lado, a acilacdo das antocianidinas ocorre em posicoes especificas e envolve a adi¢dao de grupos
acila, influenciando tanto a estabilidade, quanto a coloracao dos pigmentos. A acilagao das
antocianidinas pode resultar em uma variedade de compostos com propriedades distintas,
incluindo tons mais azulados. Esse processo ¢ catalisado por enzimas especificas, conhecidas
como aciltransferases, que desempenham um papel crucial na diversidade de cores observadas
em plantas. Além disso, as antocianinas podem sofrer processos de copigmentacdo, nos quais
os grupos acila e glicosila interagem para aumentar a estabilidade e intensificar as cores dos
pigmentos, tanto intramolecularmente, quanto intermolecularmente. A compreensdo dos
mecanismos de glicosilacdo e acilagdo das antocianidinas € crucial para a engenharia
metabolica visando a producdo de plantas com caracteristicas de cor e estabilidade desejadas
(D’AURIA, 2006).

A manipulagdo genética e bioquimica dos processos de biossintese, decoragdo e
transporte das antocianinas abre perspectivas para a criagdo de plantas com cores e propriedades
especificas, tendo aplicagdes potenciais na industria de corantes naturais, alimentos funcionais
e produtos farmacéuticos. Uma abordagem de engenharia metabolica consiste na modificagao
dos genes relacionados a biossintese das antocianinas, incluindo a regulacdo da expressao
génica e a alteracdo das enzimas que participam na via metabolica. A manipulagdo genética
pode ser efetuada por meio de técnicas como CRISPR/Cas9 ou pela inser¢ao de genes exdgenos
nas plantas. Adicionalmente, a manipulagdo bioquimica dos processos de decoragdo das
antocianinas pode ser realizada introduzindo enzimas especificas, como glicosiltransferases e
aciltransferases, ou ajustando fatores ambientais como pH e temperatura (NISHIHARA;
NAKATSUKA, 2011).

Outra estratégia de engenharia metabdlica diz respeito a manipulacdo dos processos de
transporte das antocianinas, que t€ém um papel crucial na distribui¢do e acumulo desses
pigmentos em diferentes tecidos vegetais. A alteracdo dos transportadores de antocianinas pode
ser feita através da modificacdo da expressdo génica ou da introdug¢do de transportadores

exogenos nas plantas (MATHEWS et al., 2003).
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A exploragdo da manipulagdo genética e bioquimica emerge como uma estratégia para
aumentar a producdo de pigmentos desejaveis em plantas, apresentando potenciais aplicagdes
em varias industrias, incluindo alimentos, corantes naturais e produtos farmacéuticos. Destaca-
se como exemplo a obtencdo de tomates de tonalidade roxa com niveis elevados de
antocianinas. Esse feito foi alcangado ao expressar genes regulatorios especificos (R2ZR3IMYB
e bHLH), sob o controle de um promotor especifico do gene E8 do tomate. Essa abordagem
possibilitou a ativacao da biossintese de antocianinas em estagios tardios do desenvolvimento
do fruto, resultando em altos niveis desses pigmentos sem prejudicar o rendimento da colheita
(BUTELLI et al., 2008).

A capacidade de modificar e controlar as propriedades das antocianinas por meio da
manipulagdo genética e bioquimica proporciona oportunidades para criar plantas com cores e
caracteristicas especificas, com potenciais aplicagdes em diversas industrias.

Além da glicolisagdo, as antocianinas tém suas propriedades definidas pela natureza dos
seus substituintes, sendo que diferentes modificacdes em suas estruturas podem alterar as
propriedades fisicas e quimicas das antocianinas, influenciando diretamente suas cores,
estabilidade e, por vezes, at¢ mesmo suas propriedades bioldgicas. Dentre as principais
modificagdes nas estruturas das antocianinas esta a acilagao.

A acilacdo € o processo de adi¢dao de um acido orgéanico a unidade glicosidica ja ligada
a antocianina. Esses acidos podem ser alifaticos ou aromaticos, € ocorrem através da
substitui¢do de hidrogénios em posigdes especificas da estrutura da antocianina por grupos acil,
resultando em modificacdes na sua composi¢do quimica. A acilacdo pode ser realizada
quimicamente ou enzimaticamente (YANEZ-APAM et al., 2023).

No contexto natural, no que diz respeito a acilagdo quimica, as antocianinas geralmente
passam por acilacdo nos grupos hidroxila dos glicosideos substituidos por meio de ligacdes
éster, resultando nas chamadas antocianinas glicosiladas aciladas. A acilagao das antocianinas
geralmente se da por meio de interagdes hidrofobicas e "n-n" entre o doador acila e a molécula
de antocianina. Os substituintes acila sio comumente ligados ao agucar na posi¢do 3 ou na
posicdo 6, ou menos frequentemente no grupo 4, sendo acido cafeico, acido p-cumadrico e acido
palmitico alguns dos 4cidos encontrados como substituintes acil em antocianinas (LIN et al.,
2023).

O principal beneficio de antocianinas aciladas diz respeito a sua estabilidade quando
comparadas a espécies ndo aciladas, uma vez que ¢ mostrado na literatura que antocianinas que
possuem o grupo acil em sua estrutura exibem estabilidade elevada. Antocianinas di-aciladas

mantém uma porcentagem mais elevada de formas cationicas e de cor em condigdes levemente
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acidas quando frente a espécies ndo aciladas. Julga-se que a acilagdo pode proteger o cromé6foro
da antocianina contra ataques da dgua, resultado do empilhamento 7 das antocianinas aciladas.
O efeito protetor da acilacdo sobre as antocianinas aumenta com o numero de grupos acila
(MOLONEY et al., 2018).

Além disso, a acilagdo em antocianinas ¢ frequentemente utilizada em contextos
industriais e de pesquisa para modular as caracteristicas desses pigmentos naturais, permitindo
a obtengdo de tonalidades especificas e a adaptacao das propriedades das antocianinas para
diferentes aplica¢des, como na industria alimenticia e na produgio de corantes naturais (DIAZ-
GARCIA et al., 2015) ou outras propriedades quimicas como, por exemplo, o caso em que a
acila¢do enzimatica pode aumentar a solubilidade das antocianinas, tornando-as mais faceis de

serem incorporadas em alimentos e bebidas (LUO et al., 2022).

2.2.2 Estabilidade das Antocianinas

Um dos grandes desafios relacionados a quimica e aplicagdes das antocianinas diz
respeito a sua estabilidade. As antocianinas sd3o moléculas susceptiveis a degradacdo por
diferentes fontes, dentre as principais se destacam temperatura, oxidagdo e luz (AYVAZ et al.,
2022).

A temperatura ¢ um dos fatores mais criticos que afetam a estabilidade da antocianina.
Na primeira etapa da degradacdo térmica das antocianinas, por volta de 60 °C, essas substancias
se transformam em estruturas de chalcona, seguido pela abertura hidrolitica do anel de pirilio.
Nas etapas posteriores de degradagdo, sao formados compostos polifenodlicos insoluveis
(MARKARIS; LIVINGSTON; FELLERS, 1957). Em processos que envolvem calor, como
fervura, pasteurizacao e esteriliza¢do, a magnitude e o tempo de aquecimento aplicados podem
afetar significativamente o contetdo de antocianina. De modo geral, ¢ mostrado na literatura
que o aumento de temperatura tem um efeito substancial na estabilidade da antocianina do que
o aumento de pH (SUI; DONG; ZHOU, 2014), e que a luz também acelera a taxa de degradagao
das antocianinas (BAKHSHAYES et al., 2006).

A presenga de oxigénio também provoca um efeito que acelera a degradacdo de
antocianinas, seja por meio de um mecanismo direto de oxidagdo e/ou pela acdo de enzimas
oxidantes, como polifenoloxidase e peroxidase. Além disso, o oxigénio pode estar relacionado
a outros fatores além de enzimas que afetam a estabilidade das antocianinas. Dois estudos

mostraram que antocianinas puras sdo estaveis em altas temperaturas na auséncia de oxigénio,
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mas degradam rapidamente na presenc¢a desse gas (JAISWAL; DERMARDEROSIAN;
PORTER, 2010; KIM et al., 2021).

Tendo sido mencionados os fatores que prejudicam a estabilidade das antocianinas, vale
mencionar que, alguns fatores sdo benéficos e aumentam a estabilidade da espécie frente a
estresses abiodticos. O pH age de forma significativa, uma vez que as antocianinas possuem
estabilidade elevada em pH 4cidos quando comparados a pH neutro ou alcalino. Isso se deve
ao fato de estarem na forma do cation flavilico por tanto menos susceptiveis a ataques de
agentes degradantes (BUENO et al., 2012). Como jé citado, a presenga de substituintes acilados
na estrutura das antocianinas também aumentam a estabilidade da molécula (ZHAO et al.,
2017). Por fim, um fendmeno de extrema importincia para protecdo das antocianinas contra
degradacao ¢ a copigmentacao.

Geralmente, os copigmentos sao moléculas predominantemente incolores ou
amareladas, naturalmente presentes nas células vegetais juntamente com as antocianinas.
Diversas moléculas foram identificadas como copigmentos, destacando-se os fendis,
aminoacidos, alcaloides e acidos organicos como os mais comuns entre eles. A copigmentagdo
¢ reconhecida como um método eficaz para estabilizar as antocianinas diante de condi¢des
ambientais adversas (ZHAO et al., 2020). Este fenomeno refere-se a interagdo ndo covalente
entre as formas coloridas das antocianinas (tanto o cation flavilico quanto as bases quinoidais)
e moléculas organicas incolores (copigmento). Essas interagdes englobam tanto deslocamentos
hipercromaticos, que escurecem conforme a absorbancia aumenta, quanto deslocamentos
batocromicos, que aumentam positivamente o comprimento de onda na absorbancia maxima.
Além da estabilidade das moléculas, a copigmentacdo também afeta a cor obtida pelas
antocianinas (CHATHAM; HOWARD,; JUVIK, 2020). Forcas intermoleculares, como
interagdes por ligagdo de hidrogénio e efeitos hidrofobicos, especialmente as interagdes
dispersivas-empilhamento (n—m) entre os orbitais polarizaveis dos anéis aromaticos, promovem
a associagdo entre antocianina e copigmento. A ligagdo de hidrogénio e a interagdo de van der
Waals cria um empilhamento vertical entre os nucleos planares polarizdveis da antocianina
constituem a forca de copigmentacdo. Essas interagdes ndo covalentes podem proteger a
molécula de antocianina contra ataques nucleofilicos pela agua (GENCDAG et al., 2022).

As dindmicas de interacdo entre a antocianina € o copigmento sdo categorizadas em
copigmentacdo intermolecular, copigmentagdo intramolecular, autoassociacdo e complexacao
metalica. Contudo, ¢ crucial salientar que, entre essas diversas interagdes, 0S mecanismos

intermoleculares e intramoleculares destacam-se como 0s mais cruciais.
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A formacdo de complexos intermoleculares e intramoleculares em antocianinas pode
envolver ligacdes covalentes, de hidrogénio, van der Waals e complexagdo. A copigmentacao
intermolecular, por sua vez, ¢ a interacdo de uma antocianina colorida com um copigmento
incolor, ligado ndo covalentemente a molécula de antocianina (ZHAO et al., 2020). Tanto a
forma de cation flavilico, quanto as bases quinonoides de antocianinas podem participar de
interacdes intermoleculares, sendo facilitadas por caracteristicas estruturais semelhantes nos
copigmentos (ZIA UL HAQ; RIAZ; SAAD, 2016).

Contrastando com essas interagdes, as forcas hidrofobicas associadas a estrutura
terciaria de dobramento, rotagdo e empilhamento de diferentes grupos sdo responsaveis pela
copigmentacdo intramolecular. Isso leva a formag¢do de uma estrutura em camadas tipo
"sanduiche" entre antocianinas e residuos aromaticos acilicos (QIAN et al., 2017). A
estabilidade das antocianinas aciladas ¢ assegurada pelo empilhamento de grupos acila com o
anel de pirilio do cétion flavilico, protegendo os cromoforos contra o ataque nucleofilico da
agua (ZIA UL HAQ; RIAZ; SAAD, 2016).

Quando as concentragdes de antocianina ultrapassam 0,1 mmol L', ocorre a
autoassociagdo, que envolve a agregacdao de duas ou mais moléculas de antocianina. Esse
processo eficaz ¢ utilizado para aumentar a estabilidade da antocianina, protegendo-a contra a
hidratagdo e promovendo a conversdo em bases quinonoides. A autoassociagdo das bases
quinonoides neutras ¢ mais forte do que a dos cations flavilicos, sendo influenciada pela
substitui¢do hidroxila e metoxila no anel B. A autoassociagao esta correlacionada positivamente
com o grau de metoxilacao do anel B (ZHAO et al., 2020).

Embora a complexacdo de metais ndo seja de grande interesse na industria alimenticia
devido ao risco de contaminacdo, ela desempenha um papel na estabiliza¢do de antocianinas
em frutas como morango, mirtilo e oxicoco. Algumas antocianidinas, como cianidina,

delfinidina e petunidina, sdo capazes de quelar ions metalicos como sodio (Na®), ferro (Fe?**"),

13"), magnésio (Mg?") e zinco (Zn*"). Essa interacdo metal-antocianina é crucial

aluminio (A
para a obtencdo da cor azul, especialmente em antocianinas aciladas livres de metal,
controlando continuamente o pH do vactiolo (TROUILLAS et al., 2016).

Diversas abordagens sdo utilizadas para aumentar a estabilidade das antocianinas. Uma
dessas abordagens ¢ a micro encapsulagdo, na qual as antocianinas sdo revestidas com uma
camada protetora de biopolimeros, como proteinas, polissacarideos ou lipidios, visando evitar
a degradacdo causada por fatores ambientais. A adi¢do de componentes para forcar a

copigmentacdo ¢ uma estratégia adicional que implica adicionar outros pigmentos naturais,

como flavonoides, acidos fendlicos ou ions metalicos, para formar complexos com as
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antocianinas, intensificando sua cor e estabilidade. Por fim, os antioxidantes podem ser
incorporados para neutralizar os radicais livres e inibir reacdes oxidativas que poderiam
degradar as antocianinas. Esses antioxidantes podem ser de origem natural ou sintética,

incluindo acido ascorbico, acido citrico ou sulfitos (CORTEZ et al., 2017)..

2.2.3 Processo de extracio das antocianinas

Extragdo por solvente tem sido um método amplamente adotado para obter uma
variedade de compostos presentes em frutas, incluindo flavonoides. Os compostos fenolicos
sdao extraidos por meio de diferentes técnicas, como moagem, secagem ou liofilizacdo. No
universo das antocianinas, moléculas polares, os solventes mais comumente empregados sao
misturas aquosas de etanol (EtOH), metanol (MeOH) ou acetona. Vale ressaltar que, essas
metodologias acarretam a coextracdo de substancias ndo fenolicas, como agucares, acidos
organicos e proteinas, demandando processos adicionais de purificagdo, como a extragdo em
fase s6lida (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Entre os métodos prevalentes, destacam-se aqueles que se utilizam de EtOH ou MeOH
acidificado como extratores (AMR; AL-TAMIMI, 2007; AWIKA; ROONEY; WANISKA,
2005). Em investigacdes envolvendo a extracdo de antocianinas da polpa de uva, verificou-se
que o MeOH ¢ mais eficiente do que o EtOH e dgua (AWIKA; ROONEY; WANISKA, 2005).
Contudo, na industria alimenticia, o EtOH ¢ preferido devido a toxicidade associada ao MeOH.

Cuidados especiais devem ser tomados em extragdes com solventes acidificados para
evitar meios acidos fortes, uma vez que as antocianinas acetiladas podem sofrer degradacao por
hidrdlise, e, no caso das antocianinas 3-monosideos, as ligagdes glicosidicas podem ser
destruidas (CORTEZ et al., 2017). Em outro estudo, observou-se que as antocianinas no extrato
realizado com a combinacdo de dgua e acetona ndo foram identificadas. Aparentemente, as
moléculas de antocianina sofrem modificagdes estruturais significativas em acetona aquosa, um
fendomeno que ndo ocorre em MeOH acidificado (METIVIER; FRANCIS; CLYDESDALE,
1980). Portanto, a acetona nao ¢ um solvente apropriado para extrair antocianinas.

A escolha do método de extracdo ¢ uma fase de extrema importancia na determinagao
de antocianinas uma vez que possui efeito direto na quantidade e qualidade das espécies
recuperadas. Alguns métodos de extracdo sdo relatados na literatura, dentre eles métodos
tradicionais como a extracdo de Soxhlet (CELLI; BROOKS, 2017) e a extragdo por maceracao
dinamica (AZMIR et al., 2013). Técnicas mais elaboradas também foram utilizadas, tais como

extracdo com liquido pressurizado (GARCIA-MENDOZA et al., 2017), extragdo com fluido



24

supercritico (PAES et al., 2014), extrag¢do assistida por micro-ondas (ZHENG et al., 2013),
dentre outros. A purificagdo dos extratos pode ser feita por extracdo por fase solida, que se
baseia na adsorcao das substancias em uma superficie solida com posterior recuperagao, €

também por cromatografia (FAROOQ et al., 2020).

2.3 ANALISE DAS ANTOCIANINAS

2.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para a andlise de antocianinas

Uma ultima etapa importante no estudo das antocianinas ¢ a separacao, identificagcdo e
determinagdo analitica das espécies presentes no extrato, uma vez que diferentes antocianinas
possuem diferentes valores bioldgicos e comerciais. O perfil de antocianinas pode ser também
usado como uma “impressao digital” caracteristica de uma espécie (NAVAS et al., 2012). Dessa
forma, se fazem necessarios métodos analiticos que sejam ndo s6 capazes de identificar o teor
total de antocianinas em uma espécie, mas também o tipo e a quantidade relativa presente. A
deteccdo de antocianinas ¢ comumente feita por HPLC combinada com detector de massas ou
detecgdo por arranjo de fotodiodos (BORGES et al., 2013; CHOI; SHIM; KIM, 2016; HUANG
et al., 2009; PRADHAN; SAHA, 2016). Espécies individuais também foram separadas por
HPLC-DAD (HUA et al., 2018; ZHOU et al., 2021), onde as seis principais antocianinas de
mirtilo foram o foco do estudo. A Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC, do inglés,
Ultra Performance Liquid Chromatography) com DAD também foi utilizada para a
determinagdo de antocianinas em extratos de palmeira Jussara (VIEIRA et al., 2017). Técnicas
de separacdo alternativas como CE também foram consideradas (PETERSSON et al., 2008;
SEGURA-CARRETERO et al., 2008).

Em um estudo de Li et al. (2016), por exemplo, as antocianinas presentes no mirtilo
foram determinadas utilizando-se HPLC acoplado a um detector UV-VIS, proporcionando uma
analise precisa e confidvel desses compostos. Nesse estudo, a combinagdo de HPLC com a
detecgao UV-Vis permitiu a separagdo eficiente das antocianinas presentes na amostra, bem
como a quantificacdo de cada composto individual. Através da analise dos espectros de
absorcao, foi possivel identificar e quantificar as diferentes antocianinas presentes na amostra
de mirtilos chinesa, fornecendo informagdes valiosas sobre sua composi¢cdo € concentracao.
Essa abordagem analitica robusta e sensivel possibilita um maior entendimento das
propriedades das antocianinas e seu papel em varias aplicagdes, como alimentos, medicamentos

e pesquisas relacionadas a saude.
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Outro exemplo notavel ¢ o estudo de Saha et al. (2021), no qual o perfil de antocianinas
foi analisado utilizando-se HPLC em conjunto com a espectroscopia de massas. A
espectrometria de massas fornece informagdes adicionais sobre a estrutura molecular das
antocianinas, permitindo a identificagdo e confirmacao dos compostos presentes na amostra.
Essa combinacdo de técnicas possibilita uma andlise mais abrangente e detalhada das
antocianinas, contribuindo para um maior entendimento de sua composicao e caracteristicas.

O uso do HPLC nesse tipo de andlise € justificado pela alta sensibilidade alcangada pela
técnica e pelo seu alto poder de separacdo. A capacidade de separar eficientemente as
antocianinas presentes em amostras complexas e a possibilidade de quantificacdo precisa
tornam o HPLC uma ferramenta atrativa no estudo das antocianinas.

Contudo, formas alternativas também sdo relatadas na literatura, como é o caso da
cromatografia de camada delgada (TLC), que também foi utilizada para o estudo de
antocianinas no trabalho de BINDER; LAMMLE (2019), por exemplo. A TLC apresenta
algumas vantagens no estudo de antocianinas uma vez que possui um custo menor e rapidez na
analise, resultando em uma maior frequéncia analitica. Contudo, seus resultados sao puramente
qualitativos e a técnica ¢ menos robusta e precisa quando comparada ao HPLC, sendo mais bem

aplicada como uma técnica de triagem.

2.3.2 Eletroforese Capilar para a analise de antocianinas

A exploracao da CE para a separacdo de antocianinas ¢ uma abordagem promissora,
dada a alta solubilidade desses compostos e a facilidade de obter espécies carregadas. Dessa
forma, CE surge como uma técnica com potencial para a separagdo, identificagdo e
quantifica¢do de antocianinas.

O marco inicial na andlise de antocianinas por CE foi registrado em 1996 (BRIDLE;
GARCIA-VIGUERA; TOMAS-BARBERAN, 1996). Nesse estudo, empregou-se um tubo
capilar de silica fundida, tampao de borato (pH 8) e detector UV-Vis. Devido a instabilidade
das antocianinas em pH basico, a resolucdo e sensibilidade do método eram reduzidas,
permitindo resultados apenas para concentragdes elevadas de antocianinas. Posteriormente,
esses pesquisadores propuseram uma metodologia alternativa, utilizando tampao de fosfato (pH
2,1) e brometo de centrimonio (CTAB) como tensoativo catidnico (BRIDLE; GARCIA-
VIGUERA; TOMAS-BARBERAN, 1996). O CTAB foi aplicado para revestir a superficie

capilar, evitando interagdes entre a parede e as antocianinas, além de altera¢des na dire¢ao do



26

fluxo eletrosmotico, que impactam nos resultados de separagdo e quantificagdo (BICARD;
FOUGEROUSSE; BROUILLARD, 1999).

Outros modos de CE foram explorados para a determinagdo quantitativa de antocianinas
em vinhos, constituindo uma alternativa a HPLC (SAENZLOPEZ; FERNANDEZZURBANO,;
TENA, 2003; SAENZ-LOPEZ; FERNANDEZ-ZURBANO; TENA, 2004). Esses estudos
foram conduzidos com um capilar de silica fundida e um tampao de Na,B4O7 (pH 8,4) com
15% de MeOH como modificador. Os eletroferogramas foram captados a 599 nm, e para fins
de quantificacdo, curvas de calibracao foram geradas utilizando Mv-3-glc como padrao.

Um método semelhante foi proposto para antocianinas acetiladas e nao acetiladas, bem
como derivados de 3-glucosideos. (CALVO et al. (2004) conduziram experimentos de CE para
pigmentos que foram previamente separados por LC, concentrados e liofilizados, visando
identificar os compostos, a ordem de migracao e determinar o tempo de migragdo, baseando-se
nas razdes massa/carga e na possibilidade de formagdo de complexos com moléculas de tampao
de NaxB4O7.

Outra abordagem de CE na analise de antocianinas ¢ a Cromatografia Eletrocinética
Micelar (BEDNAR et al., 2003). Mediante esse modo, desenvolveu-se um método para a
separagdo simultanea de seis antocianinas (Mv-3,5-diglc, Mv-3-glc, Mv-3-gal, Pg-3-¢glc, Cy-
3,5-diglc e Cy-3-gal). As condi¢des de andlise envolveram um tampado de fosfato 30 mM +
borato-TRIS 400 mM + dodecil sulfato de sodio 50 mM, pH 7,0. A concentragdo elevada de
borato foi fundamental para separar pares diastereoisoméricos, como Mv-3-glc e Mv-3-gal.
Quanto ao dodecil sulfato de sodio, sabe-se que a formacdo de micelas carregadas
negativamente confere estabilidade quimica as antocianinas em solugdes aquosas. Os resultados
dessas pesquisas indicam que o nimero de cargas negativas na superficie e uma distribui¢ao
organizada dessas cargas na superficie da micela sdo fatores determinantes para permitir a
estabilidade ¢ a reteng@o da cor nas antocianinas.

A CE com acoplamento a espectrometria de massas com ionizagao por eletrospray (ESI-
MS, do inglés, Electrospray Ionization) foi empregada para monitorar antocianinas e
flavonoides no vinho. As condigdes experimentais abrangeram um tampao de cloreto de amonio
(pH 2) e um tampao de borato de amoénio pH 9. O método de MS foi otimizado, e as

fragmentagdes das antocianinas foram estudadas detalhadamente (BEDNAR et al., 2005).
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2.3.3 Espectrofotometria UV-Visivel para a analise de antocianinas

Quando o objetivo for somente a quantificagdo de antocianinas totais, a espectroscopia
UV-Vis também tem seu espacgo através do método de ponto inico, onde a absor¢do de luz em
uma faixa caracteristica de absorc¢ao das antocianinas ¢ medida e a concentra¢ao determinada
por uma aproximacdo que considera como padrdo o coeficiente de extingdo para todas as
antocianinas presentes na amostra.

Uma outra maneira ¢ o diferencial de pH, que ¢ uma técnica utilizada para determinar o
teor de antocianinas em uma amostra. Essa técnica ¢ baseada na variagdo de cor das
antocianinas em fun¢do do pH do meio em que estdo presentes. Uma vez que as antocianinas
apresentam diferentes formas moleculares, dependendo do pH do meio em que estdo
dissolvidas, a cor dessas formas moleculares varia, ¢ a intensidade da cor esta diretamente
relacionada a concentragcdo de antocianinas na amostra. Dessa forma, o método de diferencial
de pH consiste em realizar duas leituras de absorbancia da solu¢dao contendo as antocianinas
em dois valores de pH diferentes: um 4cido e outro alcalino. Geralmente, o pH acido utilizado
¢ em torno de 1,0 a 1,5, onde as antocianinas normalmente se encontram na coloracdo
avermelhada e o pH alcalino em torno de 4,5 a 5,0 onde estdo incolores. Para realizar a andlise,
primeiramente, uma solu¢do da amostra € preparada e ajustada para o pH 4cido desejado. Em
seguida, a absorbancia dessa solucdo ¢ medida em um comprimento de onda especifico usando
um espectrofotometro. Depois disso, a mesma solucdo ¢ ajustada para o pH alcalino e a
absorbancia ¢ novamente medida. A diferenca entre as duas leituras de absorbancia ¢ calculada.
Essa diferenga de absorbancia € proporcional ao teor de antocianinas na amostra. Quanto maior
a diferenca, maior € o teor de antocianinas (TURAK; OZGUR, 2013).

E importante ressaltar que, tanto o método do ponto Unico quanto o método do
diferencial de pH fazem uso de aproximagdes para estimar o teor de antocianinas em uma
amostra, logo apresentam um erro maior inerente ao método quando comparado a outras
técnicas (BETZ; BROWN; ROMAN, 2011).

Na literatura também sdo encontrados trabalhos onde o teor de antocianina total foi
medido por espectrofotometria UV-Vis em amostras frutas da espécie Euterpe oleracea Mart.
(KURDYUKOV et al., 2021) e em pétalas de rosa (OZGUR; CIMEN, 2018). O teor total de
antocianinas também pode ser determinado por técnicas como espectroscopia no infravermelho
proximo (STUPPNER et al., 2020), associada ou ndo ao uso de ferramentas quimiométricas, as

quais sdo muito relevantes como ferramenta auxiliar para o pré-processamento dos sinais dos
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espectros, assim como para a constru¢cdo dos modelos de calibragao e previsao (CHOI; SHIM,;
KIM, 2016; DE OLIVEIRA et al., 2018; GARDANA et al., 2018).

A espectrofotometria UV-Vis também pode ser usada como técnica preliminar para a
elucidacdo de estruturas das antocianinas proporcionando informagdes cruciais sobre sua
composicdo quimica e caracteristicas estruturais. A andlise destes dados permite prever o
nimero e tipo de glicosilagdo presente nas antocianinas.

O indice de absortividade molar de uma molécula de antocianina, indicado pela razao
E440/Evis, pode antecipar a presenca de um grupamento de agucar. Uma razdo de 29-35%
sugere um monossideo, por exemplo, enquanto um valor menor de 15-24% ¢ observado para
um biossideo. Além disso, a ligagdo de grupos de agucar em posi¢des especificas, como 3 e 5,
resulta em caracteristicas distintas nos espectros de antocianinas, possibilitando inferéncias a
partir dos dados UV-Vis. Dessa forma, a analise espectral UV-Vis ¢ crucial para determinar o
nimero e a natureza da glicosilagdo nas antocianinas, fornecendo informagdes essenciais sobre
sua composicao quimica (SAHA et al., 2021).

A segunda consideracao recai sobre a auséncia ou presenca de acilagao nas antocianinas.
O numero de acilagdes em uma molécula de antocianina pode ser determinado medindo a razao
entre o maximo de acilac¢do (Eacyl) e o maximo visivel (Evis) no espectro UV-Vis do composto.
O pico de méaximo de acilagdo geralmente estd entre 310 e 340 nm, e arazdo do valor de acilagao
para o maximo visivel est4 entre 0,5 e 0,7 para uma Unica acilagdo e entre 0,8 e 1,1 para duas

acilacdes (SAHA et al., 2021).

2.4 PLANEJAMENTO DE MISTURAS

O planejamento de mistura (PM) fundamenta-se nos principios da estatistica
multivariada, representando ferramentas altamente eficazes na otimizagcdo de processos
empiricos. Essas abordagens abrangem a maximizacao da geragdo de informacdes relevantes e
a minimizagdo do esfor¢o experimental ou laboratorial, resultando em impactos substanciais no
tempo e no custo dos procedimentos efetivos. Inserido na vasta area da quimiometria, o PM
visa selecionar e modelar fatores ou varidveis considerados nos ensaios experimentais. A
resposta esta sob a influéncia da propor¢ao quantitativa de cada constituinte presente na mistura,
garantindo que o somatorio das proporcdes de cada variavel seja sempre igual a 1 ou 100%.
Durante a construgdo, ajuste e otimizagdo do modelo, o PM foca em abranger o maior nimero
possivel de parametros essenciais para descrever a realidade empirica, assegurando a relevancia

heuristica do problema em questdo juntamente com a significancia estatistica. O
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acompanhamento da(s) resposta(s) ocorre por meio do ajuste de uma fun¢do polinomial,
considerando niveis independentes das varidveis dependentes para os componentes da mistura.
Vale ressaltar que, as aplicacdes do PM transcendem o ambiente académico, permeando
diversos setores de interesse no mercado, como alimentos, combustiveis, biocombustiveis,
polimeros, farmacéutica, novos materiais, entre outros (DO NASCIMENTO et al., 2023; LIU
etal., 2019).

Quando o objetivo do estudo € a construgdo de modelos empiricos, a modelagem por
Minimos Quadrados Ordinarios (MQO) ¢ comumente empregada como técnica predominante.
Contudo, na avaliacdo da influéncia das varidveis do sistema, a aplica¢do equivocada de PM ou
de planejamentos fatoriais (PF) pode ocorrer. Existe uma distingdo fundamental entre PM e PF.
No PM, a resposta depende exclusivamente da mudanca na propor¢do relativa entre seus
componentes, ou seja, a soma das propor¢des deve permanecer constante. Nesse tipo de
planejamento experimental, o foco estd em descobrir a propor¢cdo dos componentes de uma
mistura que gera a melhor resposta. Ao contrario do PF, cujo objetivo, além da otimizagao, ¢
medir a influéncia na resposta quando ocorre a variacdo do nivel entre os diversos fatores
avaliados, seja em quantidades intensivas como temperatura ou extensivas como concentragoes
(CORNELL, 2002).

Os niveis desses fatores podem ser alterados independentemente uns dos outros. Além
disso, em oposicdo aos PF, em problemas envolvendo misturas, as varidveis sao
matematicamente dependentes, de modo que as propor¢des dos componentes somam uma

unidade, conforme a Equaciao 1 (CORNELL, 2002).

q

ZX1= 0

i

IA
24
IA
U

1)

Existem varias abordagens em PM, como os planejamentos em rede simplex, centroide-
simplex propostos por Scheffé, e vértices extremos propostos por McLean e Anderson, que
possibilitam a exploragdo de diversas regides experimentais. Na selecdo do modelo mais
adequado, ¢ crucial considerar o nimero de fatores e interacdes a serem estudadas, a
complexidade do planejamento, a validade estatistica e eficacia da modelagem sobre o sistema,
bem como a viabilidade da implementacao, os custos € o tempo associados a cada modelo

(MCLEAN; ANDERSON, 1966).
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O modelo linear pode ser usado para descrever misturas de componentes formando
solucdes ideais. Para uma mistura de dois componentes, a resposta ¢ determinada pela Equagao
2 (CORNELL, 2002).

y' = bix; +bix, + ¢ ?2)

Nota-se que, diferentemente dos modelos para varidveis independentes, este modelo nao
tem um termo constante porque a Equacao 1 foi usada na sua derivacdao. Os dois coeficientes
de regressao bj (i = 1, 2,) sdo descritos com um sobrescrito em asterisco, para enfatizar que
foram determinados através das variaveis vinculadas a Equacdo 1, e ndo de variaveis
independentes. Os coeficientes podem ser determinados sem a necessidade empirica de realizar
qualquer mistura, pois os valores das respostas sdo simplesmente as médias ponderadas das
respostas dos componentes puros. Contudo, um maior nimero de experimentos com misturas
deve ser executado para descrever possiveis interagdes de sinergismo ou antagonismo entre os
componentes através de coeficientes de interagdo cruzadas entre os componentes (CORNELL,
2002).

Interagdes binarias sao contempladas no planejamento em rede simplex, quando, além
dos pontos que representam as componentes puras também estao presentes as misturas binarias
no planejamento de experimentos. Sendo assim, € possivel construir o modelo quadratico,
conforme descrito na Equagio 3, no qual os ultimos termos do modelo correspondem as

possiveis interagcdes binarias no sistema de dois componentes (CORNELL, 2002).

y' =bixq + b3x, + b3xz + bi,x1x, + € A3)

Neste modelo, ¢ mandatério a realizagdo de no minimo cinco experimentos para
determinar os coeficientes. Para verificar se 0 modelo quadratico descreve adequadamente o
sistema de misturas, é necessario realizar experimentos, com propor¢cdes de misturas,
correspondentes a pontos ao longo de um tridngulo retangulo, com a finalidade de validar o
modelo, ou seja, mostrar que o modelo esta bem ajustado aos pontos experimentais, sem a
ocorréncia de falta de ajuste no intervalo de significancia considerado (CORNELL, 2002).

Ainda considerando a Equac¢éao 1, um recorte pode ser analisado mediante limitagdes
nos valores assumidos por cada constituinte na mistura, em fun¢ao de restricdes intrinsecas a
cada sistema. Tais limitagdes, sejam elas superiores e/ou inferiores, dificultam a manipulacao

do espaco experimental cuja condicdo de contorno advém da aplicagdo do conceito de
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pseudocomponentes, que auxiliam na descricdo de situagdes nas quais ndo ¢ possivel utilizar
um componente com total pureza no modelo (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

E importante destacar que, de forma rigorosa, os pseudocomponentes sio definidos
como combinagdes dos componentes originais. O principal motivo para introduzir os
pseudocomponentes em um ensaio experimental ¢ simplificar tanto o planejamento
experimental quanto o ajuste dos modelos, em compara¢do com quando sdo realizados com
base no sistema de componentes original. Contudo, ¢ muito importante destacar que os
pseudocomponentes sao “pseudo”, e se alguém deseja fazer inferéncias sobre os componentes
que realmente compdem o sistema de mistura, ¢ mandatorio ajustar um modelo com os
componentes originais ou fazer a transformacao inversa do pseudocomponente, de volta aos
componentes originais, para produzir um modelo ajustado nas componentes originais. Uma vez
respeitado todo o formalismo inerente ao uso das pseudocomponentes, uma nova regido pode
ser visualizada como uma fragdo do espago experimental original, preservando a geometria e
propriedades (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

Tais consideragdes sdo preconizadas para a descricdo dos polindmios canonicos de
Scheffé. Para determinar a equacdo de tais polindmios, as estimativas dos parametros do
modelo podem ser encontradas através do método dos MQO, bem como os erros padrao
associados, segundo as Equacdes 4 e 5, sendo X a matriz cujos elementos sdo determinados pelas
propor¢des dos componentes da mistura, y um vetor das respostas dos experimentos, b* o vetor dos

coeficientes do modelo, e SS a variancia determinada a partir das réplicas das misturas.
-1
b* = (X'X) XTy “4)

var(b*) = (X'X)™* s} 5)
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3 OBJETIVOS

Nesta sessao serdao apresentados o objetivo geral, bem como os objetivos especificos do

trabalho proposto.

3.1 OBJETIVOS GERAIS

e Determinar o perfil de antocianinas em extratos hidroalcoolicos a partir de genotipos de
capim-elefante com coloracdo arroxeada utilizando técnicas cromatograficas ou por

eletromigragao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar as propor¢des de solventes usados para extrair as antocianinas de genotipos de
capim-elefante por meio de planejamento de misturas.

e Otimizar o tempo de extracdo das antocianinas no genotipo de capim-elefante.

e Identificar as espécies de antocianinas presentes no capim-elefante por deteccao UV-
Visivel.

e (riar um protocolo de extracdo que favoreca a obtengdao de antocianinas a partir da
biomassa de capim-elefante.

e Evidenciar o perfil de antocianinas de gendtipos de capim-elefante em termos de

componentes e proporgdes.
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4 METODOLOGIA

Nesta se¢do serdo apresentadas as metodologias pelas quais foram realizados os
experimentos que permitiram buscar elucidar as questdes referentes ao estudo proposto e buscar

a conclusdo dos objetivos supracitados.

4.1 MATERIAIS, REAGENTES E ANALISE DE DADOS

Os reagentes foram adquiridos da VETEC Quimica Fina Ltda., Dindmica Quimica
Contemporanea Ltda., Sigma Aldrich Corporation ¢ Cromoline Quimica Fina. A agua foi
purificada por meio de um sistema de osmose reversa. Foram utilizados reagentes de grau
analitico, como EtOH, propilenoglicol (PPG) e HCl para a extra¢do do capim-elefante.

Para as andlises estatisticas, constru¢do de modelos e dos gréficos foi utilizado o
software livre R na sua versao 4.3.1 de 2023 associado ao uso da IDE RStudio na versao

2023.06.1

4.2 COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

O gendtipo T44.1 foi escolhido por ser um gendtipo elite do programa de melhoramento
de capim-elefante da Embrapa, sendo selecionado em funcao da alta producao de biomassa e
alta intensidade de coloragdo arroxeada nas flores € nos colmos. Para realizagdo das
amostragens, foram implantadas plantas individuais 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 colegao foi
implantada em campo, seguindo as recomendagdes técnicas para o cultivo do capim-elefante.

Uma massa de 2 quilos de folhas foi separada, picada e armazenada em sacos plasticos
em freezer a -20 °C até o momento da extragdo. Dessa massa foram retirados 200 gramas, de
forma aleatoria, para serem posteriormente processados. A fim de aumentar a reprodutibilidade
e a representatividade dos métodos de analise, esses 200 gramas de capim-elefante foram,
inicialmente, cortados em tiras com o auxilio de uma tesoura e, em seguida, teve suas dimensoes

reduzidas com o auxilio de um processador de alimentos elétrico.
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4.3 PLANEJAMENTO DE MISTURAS PARA A EXTRACAO DE ANTOCIANINAS NO
CAPIM-ELEFANTE

Para o trabalho realizado, buscou-se um processo de extragdo que estivesse de acordo
com as diretrizes da Quimica Verde. Portanto, optou-se pela maceragao estatica, onde nenhuma
instrumenta¢do auxiliar ¢ utilizada, além de ndo se fazer necesséario o uso de energia elétrica.
Em relagdo aos solventes, optou-se pelo uso de dgua e de EtOH, uma vez que possuem a
polaridade necessaria para uma boa eficiéncia na extracdo das antocianinas, além de baixa
toxidez, sendo considerados ecofriendly. Nesse sentido, o uso do PPG também foi proposto
uma vez que agrega um aumento na amplitude em escala de polaridade dos solventes
envolvidos, buscando um maior conhecimento agregado sobre o comportamento do processo
de extracdo em uma faixa maior de polaridade. Além disso, um outro motivo seria a aplicacao
corriqueira do PPG em formulagdes farmacéuticas, incluindo cosméticos, de modo que os
resultados desse trabalho podem dar uma ideia sobre possiveis aplicagdes tecnologicas do
extrato de capim-elefante. No entanto, uma limitacgao relevante sobre o uso do PPG diz respeito
a sua alta viscosidade, o que impossibilita o uso no HPLC.

Existem diferentes modelos que dao suporte ao formalismo matematico envolvido no
PM que se adequam ao niimero de variaveis escolhidas para serem estudadas. Em resumo, neste
projeto, contamos com dois delineamentos experimentais, destacados na Figura 4 e
explicitados na Tabela 1: um planejamento binario entre 4gua e EtOH contando com 5 pontos
experimentais realizados em triplicata (T1, B1, T2, B2 e T4) e um planejamento ternario

envolvendo agua, EtOH e PPG com outros 6 pontos experimentais (T1, T2, T3, T4, T5 e T6).
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Figura 4 - Visao grafica do planejamento experimental.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Tabela 1 - Proporgdes relativas dos componentes para cada delineamento experimental.

Ponto H>0 (%) EtOH (%) PPG (%) Planejamento Analise
T1 100 0 0 Ambos LC; UV-VIS
T2 50 50 0 Ambos LC; UV-VIS
T3 0 100 0 Ambos LC; UV-VIS
T4 0 50 50 Ternario UV-VIS
T5 0 0 100 Ternario UV-VIS
T6 50 0 50 Ternario UV-VIS
B1 80 20 0 Binario LC
B2 20 80 0 Binario LC

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A fim de modular a concentracdo de antocianinas no extrato de capim-elefante, uma
réplica da extragdo B1 teve o volume reduzido no rota-evaporador e posteriormente foi
liofilizada para que a concentragdo de antocianinas aumentasse. Essa amostra concentrada (C1)
foi usada como padrao de controle para confirmar que os métodos utilizados estavam obtendo

éxito na detec¢do de antocianinas.
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4.4 OBTENCAO DOS EXTRATOS DE ANTOCIANINAS NO CAPIM-ELEFANTE

Para a extragdo, foram pesados em um béquer aproximadamente 5 gramas do capim-
elefante processado, cuja massa foi anotada. O material foi entdo extraido com 50 mL da
solucdo extratora de acordo com o planejamento descrito anteriormente. Vale destacar que,
antes da extracdo todas as solugdes extratoras tiveram o pH ajustado com o uso de HCI 5% v/v.
Para as analises preliminares, o pH ajustado foi de 2,5, mas no decorrer das atividades o pH de
trabalho foi de 1,5 (modificagdo a ser discutida na sessdo ‘Resultados e Discussoes’). O béquer
foi entdo vedado com parafilme e recoberto com papel aluminio para impedir a degradagdo das
antocianinas pela luz ambiente. O recipiente, entdo, foi deixado em repouso por 24h. Apos esse
periodo, a extragdo foi interrompida retirando o capim do meio de extragdo. A solugdo foi
filtrada, fazendo-se uso de filtro de papel, e o pH foi novamente ajustado, levando em conta

que a propria extragdo ocasiona alteragdao no pH do meio.

4.4 METODOLOGIA DA ANALISE PRELIMINAR DOS EXTRATOS UTILIZANDO
ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA-VISIVEL

A analise do espectro UV-Vis do extrato de capim-elefante tinha como objetivo dar uma
noc¢do preliminar da ocorréncia de antocianinas nas amostras. Dessa forma, os resultados
obtidos nesse procedimento eliminariam a necessidade de andlises posteriores com técnicas
mais avancadas, salvando tempo e recursos.

Para isso, as amostras do planejamento ternario foram transferidas para uma cubeta de
quartzo e os espectros foram obtidos pelo equipamento Shimadzu UV-1800 em uma faixa que
contempla toda a regido do espectro que compreende o ultravioleta e o visivel, variando de 200
a 600 nm. Diferentes solugdes extratoras para cada um dos pontos experimentais foram
utilizadas como branco instrumental. Para uma boa representacao dos espectros foi necessario
dilui¢des diferentes para cada extrato, logo a intensidade do sinal obtido nessa etapa ndo possui

valor quantitativo.

4.5 ANALISE DO EXTRATO POR ELETROFORESE CAPILAR

Uma vez confirmada a presenca de antocianinas nas amostras se faz necesséria a

separacao entre as espécies para uma informacao mais apurada do perfil dos extratos. Com esse
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fim, experimentos foram realizados em um equipamento de CE modelo 7100 CE (Agilent
Technologies, Palo Alto, EUA), disponivel no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF), equipado com DAD e software para aquisi¢ao e tratamento de
dados OpenLAB CDS ChemStation Edition (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA).

Foram testados dois eletrdlitos de corrida (BGE), sendo eles TRIS/HCI no pH 2,5 e um
tampao fosfato em pH 2,1. O uso do CTAB como inversor de fluxo e protetor da parede capilar
também foi testado. O capilar utilizado para todas as analises foi um capilar de silica fundida
com 50 pm de didmetro interno e extensao de 48,5 cm, sendo 40 cm o tamanho efetivo. A
inje¢do de amostra ocorreu por 50 mbar de pressdo durante 8 s. A voltagem aplicada foi de 25
kV, exceto na presenca do CTAB, onde foi utilizado -25 kV, uma vez que o fluxo foi invertido.
A deteccao foi feita com DAD em 520 nm. A corrida ocorreu por 50 minutos. As analises por

CE foram feitas apenas para as amostras B1 e C1.

4.7 PREPARO DOS EXTRATOS PARA A ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA

O volume do filtrado da extragao foi reduzido por rota-evaporador de forma que todo o
EtOH fosse retirado. Os extratos livres de EtOH foram recobertos com papel aluminio, vedados
com parafilme e armazenados a -20 °C em baldes ou tubos falcon para serem posteriormente
liofilizados. A liofilizacdo ocorreu durante 5 dias no equipamento do Laboratério Integrado de
Pesquisas (LIP) em um liofilizador de modelo Alpha 1-2 LD Plus da marca Christ sob vacuo a
-55 °C durante 5 dias.

Os extratos liofilizados foram suspendidos em dgua deionizada com volume suficiente
para solubilizar todo o conteido do baldo. Em seguida, os volumes individuais foram
padronizados para 5 mL em baldo volumétrico. Esse volume foi centrifugado e posteriormente
filtrado com o auxilio de um filtro de seringa 0,22 pm e armazenado no freezer até o momento

da analise.

4.8 ANALISE DOS EXTRATOS POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA

Para a analise por HPLC, foram usados os pontos do planejamento bindrio. Essa analise
foi executada através de um procedimento experimental modificado, tendo como referéncia o

estudo feito por Simerdova et al. (2021). Utilizou-se um equipamento Agilent Technologies
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modelo 1260 Infinity II, também disponivel no Departamento de Quimica da UFJF. A coluna
utilizada foi uma coluna Agilent eclipse plus C18 com 100 mm x 4.6 mm x 3.5 um com a
temperatura do forno controlada em 50 °C.

O ecluente consistia em um gradiente segmentado de MeOH (Solvente B) e agua
acidificada com 10% de acido férmico (Solvente A), com uma taxa de fluxo de 0,8 mL/min. O
perfil do gradiente foi o seguinte e estd destacado na Tabela 2: 0 min, 5% B; 0-4 min, 5-20%
B; 4-8 min, 20-25% B; 8-10 min, 25-90% B; 10-10,15 min, 90% B; 10,15-10,30 min, 90-5%
B; 10,30-13 min, 5% B.

Foi injetado 15 pL de amostra sem dilui¢do. Os espectros UV foram registrados com o
DAD em intervalos de um segundo em 190 a 600 nm, usando uma largura de banda de 1,2 nm.

Os cromatogramas foram obtidos em 520 nm.

Tabela 2 - Gradiente de analise HPLC.

Tempo (min) % Solvente A % Solvente B
0 95 5
4 80 20
8 75 25
10 10 90
10,15 10 90
10,30 95 5
13 95 5

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

4.9 ESTUDO CINETICO DA EXTRACAO DE ANTOCIANINAS DO CAPIM-ELEFANTE
COM COLORACAO ARROXEADA

Para a andlise da cinética de extragdo das antocianinas do capim-elefante foram
realizados onze experimentos individuais e independentes, todos em duplicata. Para essas
analises foram pesados aproximadamente 0,5 gramas de amostra de capim e extraidos com 5
mL da solucdo extratora na propor¢ao otimizada nas etapas anteriores.

Cada um dos ensaios teve um tempo de extracdo diferente. O inicio da extracdo foi
definido como sendo o momento em que a solugdo extratora entrou em contato com o capim-
elefante previamente pesado e o fim da extragdo foi definido como o momento em que foi
retirada uma aliquota do meio extrator e transferida para uma cubeta de quartzo, onde o espectro

UV da amostra em questdo foi medido. Nessa etapa, o ajuste do pH foi feito somente para a
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solugdo extratora antes do inicio da extrag¢do. Os tempos de medi¢ao foram: 5 min, 10 min, 20
min, 30 min, 60 min, 120 min (2h), 240 min (4h), 360 min (6h), 600 min (10h), 1080 min (18h)
e 1440 min (24h).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta sessao serdo abordados e discutidos os principais resultados encontrados ao longo

do estudo e a suas implicag¢des para a efetivagdo dos objetivos propostos.

5.1 ESTUDO DOS EXTRATOS DO CAPIM-ELEFANTE COM COLORACAO
ARROXEADA

Em um primeiro momento, o pH das solugdes extratoras foi ajustado para 2,5, porém,
esse ajuste retornou resultados que poderiam ser melhorados. Apds a extragdo, verificou-se a
coloracdo dos extratos, uma vez que a coloragdo avermelhada ¢ um bom indicativo da eficiéncia
de extracdo de antocianinas. Como supracitado, o pH do meio naturalmente se altera apos a
extracdo, devido a natureza das amostras e dos compostos extraidos. Logo, os extratos nao
apresentaram a coloracao avermelhada esperada. Contudo, isso ndo significou que as espécies
desejadas nao se encontravam em solugdo, portanto, o pH voltou a ser ajustado, alterando o
equilibrio quimico do meio e favorecendo que as antocianinas estivessem majoritariamente na
forma do cation flavilico, que possui a colora¢do avermelhada. A coloragdo anterior pode ser
justificada pela presenca de clorofila nos extratos. Para os extratos com uma alta propor¢ao
relativa de agua, a coloracdo verde das clorofilas se combinava com o vermelho das
antocianinas, resultando na coloracdo amarela e, por tanto, mascarava a presenca das
antocianinas.

Apo6s o ajuste do pH, com o aumento da quantidade de moléculas na forma do cation
flavilico, a cor vermelha aumentou de intensidade e tornou-se predominante no extrato,
evidenciando a presenga das antocianinas. Especialmente para o ponto T3, onde foi utilizado
100% de EtOH, a extracao de clorofila foi substancialmente maior, resultando em um tom verde
escuro. Mesmo ap6s o ajuste do pH, a intensidade de vermelho das antocianinas ndo foi o
suficiente para sobrepor o verde, resultando em um extrato ndo vermelho, mas com uma
coloracdo alterada devido a combinag¢do de cores das espécies presentes. As imagens dos

extratos antes e apos o ajuste de pH podem ser vistas na Figura 5.
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Figura 5 - Coloragdo dos extratos para o planejamento binario (A) antes e (B) depois do

ajuste de pH.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Tendo em vista a necessidade do reajuste mencionado acima, optou-se por alterar o
ajuste do pH para a solucdo extratora para 1,5, sabendo que esse pH mais baixo favoreceria
ainda mais a presenca dos cations flavilicos e que por meio do mecanismo de copigmentacao
por auto associagio a estabilidade das antocianinas poderia aumentar (GENCDAG et al., 2022).
Dessa forma, para as andlises subsequentes essa metodologia foi definida como padrdao. Uma
nova rodada de extragdes foi realizada e serd explicada a seguir.

Para fins de melhor o entendimento, as amostras foram enumeradas de 1 a 15 seguindo
a proporcdo de solventes utilizadas na extragdo, sendo trés réplicas para cada um dos cinco
niveis amostrais. Estdo resumidos na Tabela 3 as informacgdes para cada uma das amostras

analisadas nesse trabalho.
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Tabela 3 - Identificacdo dos pontos amostrais.

Nivel Amostra Agua (%) EtOH (%)
A El 100 0
A E2 100 0
A E3 100 0
B E4 80 20
B E5 80 20
B E6 80 20
C E7 50 50
C ES8 50 50
C E9 50 50
D E10 20 80
D Ell 20 80
D E12 20 80
E E13 0 100
E E14 0 100
E El5 0 100

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Para essa segunda rodada de extracdes o pH pouco se alterou durante a extragdo,
resultando em extratos avermelhados para todos os niveis com exce¢do do nivel E, onde a
predominancia de clorofila tornou a solug¢do esverdeada. A Figura 6 mostra os extratos dessa
segunda rodada de extragdo sem o ajuste do pH. Apesar da coloragdo que evidencia uma maior
populagdo das antocianinas na forma do cation flavilico, o pH voltou a ser ajustado para valores

proximos a 1,5 para garantir a estabilidade dos extratos.
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Figura 6 - Extratos da segunda rodada de extragao.

- —

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Além disso, a fim de estimar a eficiéncia de extragdo para cada nivel amostral, o baldo
onde as solucgdes foram alocadas foram pesados antes e ap6s a liofilizacdo. A Tabela 4 mostra
a condicdo experimental, a identificacdo da amostra, a massa de material vegetal pesada, a

massa do extrato seco e, por fim, a eficiéncia da extragdo.

Tabela 4 - Eficiéncia de extragdo para as amostras estudadas.

Nivel Amostra Massa pesada (g) Massa de extrato seco (g) Eficiéncia (%)
A El 5,0466 0,2155 4,27
A E2 5,1572 0,2043 3,96
A E3 5,0590 0,2285 4,52
B E4 5,1908 0,2201 4,24
B E5 5,2006 0,2280 4,38
B E6 5,0803 0,2219 4,37
C E7 5,1959 0,2300 4,43
C E8 5,0658 0,2257 4,46
C E9 5,2454 0,2282 4,35
D E10 5,1895 0,2161 4,16
D E1l1l 5,0378 0,2071 4,11
D E12 5,1705 0,2200 4,25
E El13 5,0120 0,2048 4,09
E El4 5,0225 0,1894 3,77
E El5 5,0904 0,1173 2,30

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Podemos perceber pelos valores mostrados que dentro do mesmo grupo existe uma
variacao consideravel na quantidade de material extraido, algo esperado dada a complexidade
da matriz estudada. A maior média de material extraido foi para a condicao C, onde existe
proporcdes iguais dos solventes nas solugdes extratoras. A menor média de massa extraida foi
para a condi¢do E com 100% de EtOH. Para as condi¢des A, B e D, as médias de extracao
foram de 4,25, 4,33, 4,18, respectivamente. E importante destacar que, a extragdo nao ¢ um
processo seletivo as antocianinas, sendo extraidos também outros constituintes polares do
capim-elefante. Dessa forma, para evitar o erro de inferir sobre a massa do extrato na
concentracdo de antocianinas das solucdes € necessario o uso de um método de separagdo

seletivo para essas espécies. Esse passo sera relatado na sequéncia desse texto.

52 ANALISE PRELIMINAR DOS EXTRATOS POR ESPECTROFOTOMETRIA
ULTRAVIOLETA-VISIVEL

Os espectros de seis pontos experimentais foram registrados com finalidade puramente
qualitativa. A analise por UV-Vis teve a funcdo de fazer uma varredura para determinar se, de
fato, ha presenca de antocianinas nos extratos de capim-elefante, de forma mais objetiva que a
pura visualizagdo da coloragdo. Como ¢ registrado na literatura, as antocianinas possuem alguns
pontos caracteristicos em seus espectros de UV-Vis, como sinais proeminentes préximos a 300
nm e, principalmente, em 520 nm. Esse comprimento de onda em especifico apresenta uma
grande importincia devido a sua seletividade na identificagdo dessa classe de compostos. Isso
acontece pois em outras regides espectrais uma multiplicidade de fitoquimicos também
possuem atividade de absor¢do, enquanto em 520 nm existem poucos compostos que podem
atuar como interferentes ou mascarar esse sinal. Um dos possiveis compostos que também
absorvem nessa regido espectral, por exemplo, sdo as betalainas, contudo, como ¢ encontrado
na literatura, as betalainas e as antocianinas ndo ocorrem simultaneamente nos mesmos taxons
vegetais (MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008).

Dessa forma, o perfil dos espectros de varreduras para os pontos do planejamento
ternario foi analisado, como mostrado na Figura 7. Para todos os pontos, foi possivel constatar
a presen¢a de antocianinas, uma vez que todos os espectros apresentaram sinais na regiao

esperada para a absor¢@o desses compostos.
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Figura 7 - Espectros UV-Vis para os pontos do planejamento ternério.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Sabe-se que a cor de uma substancia estd intrinsecamente relacionada a sua interagdo
com a luz. Quando a luz branca incide sobre um composto, ela pode ser refletida, transmitida
ou absorvida. A cor percebida ¢ determinada pelos comprimentos de onda que sao refletidos ou
transmitidos.

Nesse contexto, como foi observado, as antocianinas apresentam uma estrutura quimica
complexa, caracterizada por um cromoforo central, denominado anel de flavilico, que
desempenha um papel fundamental na determinagdo da cor observada (MARCO; POPPI;
SCARMINIO, 2008). Esse anel contém uma cadeia de carbono conjugada, na qual ocorre uma
ressonancia eletronica extensiva. A ressonancia eletronica ¢ um fendmeno no qual os elétrons
se movem entre os orbitais moleculares conjugados, resultando em uma distribui¢do eletronica
ampliada ao longo da molécula. Essa cadeia de carbono conjugada presente nas antocianinas
confere a capacidade de absor¢ao de luz visivel em uma faixa especifica de comprimentos de
onda devido a interacdo dos elétrons da cadeia com a radiacdo eletromagnética. Mais
especificamente, a absor¢do se manifesta quando os elétrons sdo excitados de um estado
fundamental para um estado excitado de maior energia (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

As antocianinas exibem uma absor¢do acentuada na regido de 520 nm, na faixa do
verde-amarelo. Tal absor¢do ¢ atribuida a ressonancia eletronica na cadeia conjugada, que

demonstra uma eficiéncia particularmente elevada nessa regido do espectro. A luz verde-
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amarela é, portanto, absorvida pelas moléculas de antocianina, enquanto as demais cores sao
refletidas ou transmitidas, resultando na percepgao visual de uma colorag¢do avermelhada.

Em sintese, a absorcao das antocianinas na regido de 520 nm, bem como sua coloragao
avermelhada, podem ser compreendidas em virtude da presenca de uma cadeia de carbono
conjugada em sua estrutura, propiciando a ressonancia eletronica e a absor¢ao seletiva de luz
na faixa do espectro correspondente ao verde-amarelo. A cor resultante ¢ uma combinacao das
cores ndo absorvidas, incluindo o vermelho.

E importante ressaltar que, nesta etapa, nio houve nenhum processo de purificagio ou
de isolamento das antocianinas. Logo, toda a analise foi feita com base no espectro dos extratos
de capim-elefante, onde existem uma grande variedade de compostos quimicos com
caracteristicas estruturais e, consequentemente, eletronicas diferentes e isso possui impacto no
perfil de absor¢do mostrado.

Muitos compostos absorvem em 200 nm. Dessa forma, ¢ natural que a soma da absor¢ao
de todos esses compostos aumente a intensidade nessa regido, como observado nos espectros
da Figura 7. Uma regido caracteristica para a absor¢ao de flavonoides, por exemplo, ¢ entre 300
e 400 nm. Assim, considerando os espectros obtidos, € possivel imaginar também a presenca
desses compostos nos extratos de capim-elefante em quantidade significativa. Além disso,
outros compostos também absorvem na regido citada contribuindo para o aumento da
intensidade do sinal.

Novamente, quando se fala do perfil dos espectros acima de 500 nm, € possivel notar
uma baixa intensidade relativa observada, o que pode ser justificado por somente antocianinas
absorverem nessa regido, como ja mencionado. Além disso, a fim de conseguir um perfil
representativo dos extratos, diferentes diluigdes foram tomadas anterior a andlise, logo a
intensidade do sinal ndo possui relevancia para a analise nem em mérito quantitativo, quanto
qualitativo.

Por fim, ainda observando os perfis obtidos, € possivel notar outro sinal proximo a 600
nm, sendo esses mais intensos para os pontos com maior quantidade de EtOH (T3 e T4). Essa
banda pode ser atribuida a grande extracdo de clorofila por esses extratores. Para o ponto T2,
onde também existe uma quantidade significativa de EtOH na solucdo extratora, essa banda nao
¢ observada. Isso pode ser explicado pela alta extragdo de outros compostos que, mesmo
incolores, possuem maior intensidade de sinal na regido ultravioleta. Dessa forma, a banda da

clorofila torna-se imperceptivel no espectro devido a sua quantidade relativa no extrato.



47

Uma vez que os espectros obtidos sdo dos extratos e ndo somente das antocianinas, nao
¢ possivel tirar nenhuma conclusdo sobre a natureza das espécies presentes, fazendo necessario

o uso de técnicas de separagao como CE e HPLC.

5.3 RESULTADOS DO METODO DE SEPARACAO: ELETROFORESE CAPILAR

Com a intencdo de conseguir separar as antocianinas para averiguar seus perfis
individuais, procedeu-se com a andlise por CE. A primeira tentativa foi a injecdo de B1, tendo
como BGE uma solu¢do de TRIS/HCI no pH 2,5. Contudo, nenhum sinal foi detectado. Sob a
hipotese de que as concentragdes das antocianinas ndo eram suficientes para serem detectadas,
Cl1 foi injetado sob as mesmas condi¢des, mas novamente nenhum sinal foi detectado.

Em uma outra tentativa, usou-se entdo o tampao fosfato no pH 2,1, ndo obtendo sucesso.
Formou-se a hipotese de que as antocianinas estariam se ligando irreversivelmente a parede do
capilar, uma vez que possuem carga positiva, enquanto os grupos silandis presentes na parede
interna do capilar sdo carregados negativamente. Dessa forma, foi proposto a adi¢do de uma
espécie que se ligasse a parede interna do capilar e permitisse o fluxo livre das antocianinas.

Tendo como base o trabalho de BICARD; FOUGEROUSSE; BROUILLARD (1999),
optou-se pelo uso do CTAB, uma vez que essa substancia satisfaz as condigdes mencionadas,
mas ainda assim nenhum sinal foi detectado. Este resultado levantou questdes, ja que o artigo
citado se mostrou eficiente em promover a separagao esperada. Contudo, o trabalho em questao
foi realizado com padrdes de algumas antocianinas monossubstituidas, o que provavelmente
ndo € o Unico caso em matrizes complexas como extrato vegetal. Além disso, o tamanho das
antocianinas também influencia na sua capacidade de detec¢dao por CZE, uma vez que espécies
maiores ja possuem naturalmente uma mobilidade eletroforética menor, e que em pH
fortemente acido o fluxo eletrosmoético também ¢ reduzido.

O fluxo eletrosmético é o movimento de liquido em um capilar carregado eletricamente
impulsionado por uma diferenca de potencial elétrico aplicada. Esse fendmeno ¢ geralmente
observado em pH neutro a levemente acido, onde a maioria das espécies i0nicas apresenta
mobilidade eletroforética significativa (BICARD; FOUGEROUSSE; BROUILLARD, 1999).

Em solugdes 4cidas, o excesso de ions H' resulta em uma alta concentra¢do de ions
H30", que torna o meio altamente condutor. Como resultado, a mobilidade eletroforética de
outras espécies i0nicas, como ions de amostra, ¢ reduzida significativamente devido a forte
interagdo eletrostatica entre esses ions e os ions H3O" (BICARD; FOUGEROUSSE;
BROUILLARD, 1999).
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Além disso, em pHs muito 4cidos, o excesso de ions H" pode levar a hidrolise de muitos
compostos idnicos, resultando em mudancas na carga liquida efetiva desses compostos. Essas
mudancgas de carga afetam ainda mais a mobilidade eletroforética e diminuem a eficacia do
fluxo eletrosmético (BICARD; FOUGEROUSSE; BROUILLARD, 1999).

Portanto, em solugdes com pH muito &cido, as baixas mobilidades eletroforéticas das
espécies i0nicas e as mudancas na carga liquida efetiva limitam ou eliminam completamente o
fluxo eletrosmotico observado em pHs mais neutros. Dessa forma, moléculas de antocianinas
maiores podem nao possuir mobilidade eletroforética forte o suficiente para migrar pelo capilar

e chegar ao detector.

5.4 RESULTADOS DO METODO DE SEPARACAO: CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA

Ap0s a liofilizacdo, os extratos foram solubilizados em 4gua e avolumados em um balao
de 5 mL, anterior a inje¢cdo foram centrifugados a 8000 rpm por 3 minutos, sendo
posteriormente filtrados com microfiltro de 22 pm. Nesse momento tomou-se uma das
amostras, extraidas com 100% de 4gua para determinar qual diluicdo apresentaria a melhor
relagdo visual entre sinal ruido de modo que ndo comprometesse a detec¢do das antocianinas
minoritarias nas analises subsequentes. A Figura 8 ilustra os resultados dos testes de diluicdo,

tendo sido eles realizados com dilui¢des nas proporgdes 1:10, 1:4, 1:2 e sem diluigdo.
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Figura 8 - Cromatogramas para a propor¢ao de dilui¢do da amostra.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Como ¢ possivel notar, a inje¢dao sem qualquer dilui¢do no extrato foi a que apresentou
melhor clareza na visualiza¢do dos picos e melhor estabilidade da linha base, uma vez que em
pontos com dilui¢do maior os picos menos expressivos se confundem com ruidos da linha base
prejudicando a avaliagdo do perfil estudado. Por esse motivo, ficou determinado que as analises
dos 15 extratos realizados de acordo com o PM seriam feitas sem nenhuma dilui¢ao adicional.

E mostrado na Figura 9 os cromatogramas sobrepostos para as analises realizadas.
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Figura 9 - Cromatogramas sobrepostos para o planejamento de mistura e suas réplicas.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

E possivel observar pela imagem cinco picos evidentes, tendo o majoritario tempo de
retencdo de 7,497 minutos. Além dele, ¢ possivel observar a detec¢do de outros quatro
compostos minoritarios que apresentam um perfil cromatografico algumas vezes distorcido, o
que pode ser justificado pela baixa concentragdo desses analitos nos extratos. Além disso, os
resultados evidenciam boa reprodutibilidade do método em termos de tempo de reten¢io. E
notavel baixa variagdo horizontal entre os cromatogramas, refor¢ando que o método
cromatografico escolhido ¢ adequado para a andlise proposta de antocianinas. Contudo, vale
reforgar que o trabalho de referéncia fez uso de uma coluna com dimensodes diferentes da coluna
utilizada nesse estudo. Essa diferenca no tamanho da coluna pode ter comprometido a eficiéncia
na separacdo dos analitos e a estabilizagdo do formato de pico usual para alguns dos sinais
detectados. Apesar disso, os cromatogramas obtidos apresentaram resolucdo entre picos
suficiente para um bom prosseguimento das andlises propostas.

Ademais, ¢ possivel observar mudangas significativas nas alturas e, consequentemente,
nas areas dos picos obtidos. Essa é uma variagdo esperada, tendo em vista que diferentes

solucdes extratoras proporcionam teores de antocianinas diferentes, o que ¢ evidenciado por
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essas alteragdes. Ainda dentro dos niveis, como € possivel verificar nos graficos da Figura 10,

essas variacdes sdo menores, mas ainda expressivas.

Figura 10 - Cromatogramas por nivel do PM.
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A Figura 10 foi dimensionada para que todos os grupos ficassem na mesma escala.

Desse modo, podemos ver de forma clara que a condi¢@o de extragao D apresentou sinais mais

intensos de absor¢do. Ainda no que tange as variagdes das areas, podemos ver que dentro dos

niveis existem diferentes graus de variacdo, o que também ¢ esperado por se tratar de uma

matriz complexa em réplicas auténticas. Tais varidncias serdo discutidas e tratadas

estatisticamente na proxima sessao.

Uma vez determinado o perfil cromatografico das amostras, podemos prosseguir para

uma avalia¢do aprofundada sobre a natureza de cada um dos compostos. Tal analise s6 ¢

possivel pois a separagao fisica dos constituintes permite uma avaliagdo espectral de cada uma

das espécies individualmente, o que justifica o uso de uma técnica de separacdo. Durante a

detec¢ao no método cromatografico foi adquirido também o espectro de varredura continuo
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para todos os picos pelo DAD. Na Figura 11 podemos ver em detalhes os cinco espectros UV-

Vis obtidos para as substancias detectadas.

Figura 11 - Espectros individuais para as espécies detectadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

E importante notar que os espectros acima possuem intensidades diferentes e suas
escalas foram ajustadas de forma que permitissem uma boa visualizagao do perfil encontrado.
Ademais, essa diferenciagdo de intensidades mostra que o uso do espectro do extrato para
determinagdo do teor total de antocianinas, que ¢ uma pratica comum, acontece ao custo de
informagdes valiosas sobre o perfil real de antocianinas no sistema. Cada antocianina possui
caracteristicas e aplicacdes diferentes que ndo podem ser ignoradas.

Em relacdo a Figura 11, podemos notar trés grupos com maximos de absor¢io de
intensidades diferentes, um deles proximo a 280 nm, outro na regido de 340 nm e, por fim,
outro maximo na regido de 520 nm. O primeiro e o Ultimo sdo maximos de absor¢do comuns a
todas as antocianinas, sendo o ultimo responsavel pela coloragdo vermelha caracteristica. Como
podemos notar, o segundo maximo de absor¢do esta presente em 4 dos 5 picos, porém nao é
evidente no segundo espectro. Esse maximo de absorc¢do, entre 310 e 340, estd fortemente
associado a natureza do substituinte ligado a antocianina, sendo mais evidentes em antocianinas
com substituintes acilados e pouco evidentes ou ndo existentes em antocianinas nao aciladas.

Dessa forma, podemos dizer que o espectro referente ao segundo pico provavelmente se trata
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de uma espécie de antocianinas que ndo possui grupos acilados nos seus substituintes (SAHA
etal., 2021).

Além de informagdes sobre as acilagdes dos substituintes ¢ possivel obter mais
informacdes a respeito das estruturas. Entre 400-450 nm, por exemplo, existe um pequeno
maximo local com o qual é possivel inferir sobre o nimero de aglicares ligados a unidade de
antocianinas. De modo geral, o espectro UV-Vis das antocianinas fornece informacdes
importantes sobre as estruturas quimicas das espécies, que podem ser inferidas a partir de
valores de absorbancia em regides especificas, sendo E40 0 valor de absorbancia em 440 nm,
normalmente ocorrendo como um pequeno “ombro” nessa regido, Eacy1 0 valor de absorbancia
entre 310 e 340 nm e Evis 0 maximo de absor¢@o na regido do visivel. A Figura 12 mostra as
regides citadas, enquanto a Tabela 5 traz as principais razdes entre esses termos para os

espectros das espécies encontradas nos extratos estudados (SAHA et al., 2021)

Figura 12 - Maximos de interesse no espectro UV-Vis das antocianinas.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Em resumo essas regides permitem obter informagdes sobre a quantidade agucares nos
substituintes e as suas posi¢oes pela razao Easo/Evis, além do nivel de acilagdao e possiveis

informagdes sobre isdmeros geométricos através da razao Eacyl/Evis.
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Tabela 5 - Razdes entre os maximos espectrais caracteristicos das antocianinas.

Pico E440/Evis E scy/Evis Grupos acilados Amax Vis
1 0,41 3,17 >2 520
2 0,29 0,15 0 520
3 0,35 1,12 2 514
4 0,32 2,81 >2 508
5 0,23 1,04 2 508

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A razdo Eas40/Eyvis permite inferir a presenca de um monosideo como substituinte na
unidade aglicona de antocianinas quando essa propor¢do varia entre 29-35%. Esse valor
geralmente tem como base medi¢des feitas em MeOH. O aumento da polaridade do solvente
causa um aumento da razdo, ao mesmo tempo que diminui a intensidade do maximo de absorgao
global localizado na regido do visivel (Amax Vis). A partir dessas informagdes podemos sugerir
que os picos 2, 3 e 4 aparentam ser monosideos (PEREZ-GREGORIO et al., 2010).

Uma vez que o aumento do grau de metilagdo causa deslocamento do méximo de
absor¢do para comprimentos de onda menores, chamado de efeito hipsocrdmico, € possivel
sugerir que o pico 3, por apresentar um Amax Vis de 514 nm, seja derivado da cianidina ou
peodina. Para o pico 4, esse maximo ocorre em 508 nm, o que indica que essa espécie possa ser
derivada da perlagodina. Para o pico 2, 0 maximo acontece muito préximo a 520 nm, indicando
a possibilidade de este ser derivado de malvidina ou cianidina (FOSSEN et al., 1996).

A razao caracteristica de um biosideo, junto a0 maximo de absorcao deslocado para 508
nm e a baixa absortividade na regido do visivel indica que o pico 5 possa ser um derivado di-
glicosilado da perlagodina. Enquanto o pico 1 apresenta uma razao pouco caracteristica dentre
as antocianinas, um valor alto dessa razao sugere se tratar de um derivado de perlagodina ou de
uma cianidina com duas substitui¢des, sendo uma delas na posi¢ao 4 do anel C (FOSSEN;
SLIMESTAD; ANDERSEN, 2003).

Em relagdo ao grau de acilagdo, com base nos dados da Tabela 5, existe indicativos para
dizer que os picos 3 e 5 possuam duas acilagdes. Sendo o pico 3 mono-glicosilado, ambos
agrupamentos acil se encontram ligados a uma unica unidade de agucar, enquanto para o pico
5 € possivel que a antocianidina correspondente esteja ligada a dois agtcares acilados. Os picos
1 e 4 parecem ter mais de dois grupos acil ligados a sua estrutura, porém ¢ possivel que a baixa
concentracdo nos extratos deturpe os resultados da analise. Finalmente, o pico 2, referente a

antocianina majoritdria, aparenta ndo ter acilacdes em sua estrutura, sendo substituido somente
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com um glicosideo. Essa informacao associada ao valor da razdo Es40/Evis sugere que essa
espécie seja de fato a cianidina-3-glicosideo (C3G), uma vez que os valores encontrados sao
caracteristicos dessa substancia (FOSSEN et al., 1996).

A C3G ¢ uma das antocianinas mais comumente encontradas em frutos. A sua alta
disponibilidade motivou uma grande quantidade de estudos sobre as suas aplicacdes. E
reportado que essa espécie pode aliviar os efeitos da doenca de Alzheimer e melhorar fungdes
cognitivas, além de reduzir inflamagdes e aumentar a capacidade antioxidante atenuando a
fosforilagdo de proteinas e a apoptose neural, podendo ainda aumentar a autofagia e plasticidade
neural (BAEK et al., 2023). Outros estudos mostram que a espécie reconhecidamente possui
atividade quimiopreventiva e quimioterapica (DING et al., 2006). Resultados que mostram a
inibicdo do crescimento de células tumorais (CHEN et al., 2005), incluindo a inibicao da
migracao de células pulmonares cancerigenas em humanos (CHEN et al., 2006), também
podem ser encontrados. Por fim, as propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes da
substancia podem ter efeitos positivos no intestino(TAN et al., 2019).

As principais fontes de C3G sdo amoras, framboesas, jabuticabas, agai, mirtilo e
groselha preta (DING et al., 2006), fazendo do capim-elefante uma fonte promissora para a
extracdo dessa espécie de antocianina, por possuir um alto potencial produtivo e maior custo-
beneficio associado em frente as outras fontes citadas.

Além disso, as espécies minoritdrias das antocianinas também podem possuir
propriedades terapéuticas ou tecnologicas de interesse comercial e académico. A Figura 13 traz

uma visao geral do perfil cromatografico e os espectros relativos a cada um dos picos.
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Figura 13 - Perfil cromatografico e os espectros relativos a cada um dos picos.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

E importante destacar que a espectrofotometria UV-Vis fornece somente uma
identificacao parcial e preliminar das espécies presentes nos extratos. Enquanto a mesma possua
certo grau de confiabilidade em alguns aspectos, a similaridade entre os espectros de algumas
espécies faz com que essa técnica ndo possa ser usada de forma inequivoca. Valores semelhantes
para as razdes destacadas acima, associados a erros de medig¢des e erros instrumentais podem
ocasionar falsa identificacao dos picos. Dessa forma, se faz necessario técnicas de deteccdes
mais robustas como complemento para esse trabalho e identificacdo definitiva dos compostos,
como por exemplo a espectroscopia de massas.

Para finalizar a discussdo, com o fim de ilustrar a complexidade quimica presente no
extrato de capim-elefante estudado, adiciono na Figura 14 um cromatograma do extrato E12,

obtido em 250 nm.
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Figura 14 - Cromatograma do extrato E12 obtido em 250 nm.
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Nesse cromatograma foram identificados, pela integracdo automadtica do software, 46
picos distintos, mostrando que a matriz vegetal estudada possui grande potencial académico e
tecnoldgico relacionado aos fitoquimicos passiveis de extragdo. Vale dizer que, esse nimero
citado se refere somente a compostos obtidos a partir de extragdes hidroalcoolicas, de forma
que compostos com maior grau de apolaridade ndo fazem parte desse recorte. Por fugir do
escopo do trabalho proposto, esse tema nao foi aprofundado no presente momento, porém ¢
importante destacar as potencialidades envolvidas nessa area de estudo. Por fim, vale destacar
que, como pode ser visto na Figura 14, a regido entre 10 min e 12,5 min possui uma alta
densidade de picos, o que pode ser o fator pelo qual o pico 5 possua uma tendéncia de linha e

perfil cromatografico pouco usual.

5.4 OTIMIZACAO DA EXTRACAO DE ANTOCIANINAS DO CAPIM-ELEFANTE COM
PLANEJAMENTO DE MISTURAS

Mostrado o perfil geral de antocianinas presentes nos extratos de capim-elefante,
podemos prosseguir nossa analise lancando mao do PM para construir um modelo de regressao
que permita estimar a propor¢do 6tima entre agua e EtOH, fornecendo a melhor condi¢do de
extracdo do material estudado. Inicialmente, é necessario definir qual sera a medida a ser usada

como nossa variavel de resposta y. Idealmente, como o objetivo da extragdo ¢ maximizar o teor
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de antocianinas extraidas, a concentracdo de antocianinas se apresenta como uma escolha
razoavel. Porém, o presente trabalho possui um grau superior de desafio, tendo em vista que
nao ¢ possivel a quantificagcdo nominal das espécies estudadas devido a auséncia de padrdes
analiticos necessarios para a realizagao desse procedimento.

Uma vez que, até o momento da elaboragdo desse texto as antocianinas presentes nos
extratos hidroalcoolicos de capim-elefante ndo foram formalmente identificadas na literatura,
nos deparamos com uma vasta gama de possibilidades de padrdes analiticos a serem comprados,
0 que obviamente ¢ invidvel em termos econdmicos. Os resultados da sessao anterior filtram e
minimizam os possiveis padrdes a serem adquiridos para fins da quantificagdo, contudo como
j& discutido, o resultado anterior ndo ¢ definitivo, o que poderia ocasionar quantificagdes
erroneas. Ao mesmo tempo, os resultados desse trabalho foram obtidos ao final do processo de
estudo, o que impossibilitaria a quantificagdo das espécies em tempo habil.

Pelas razdes supracitadas, decidiu-se tomar y como uma medida semiquantitativa, sendo
a area dos picos encontrados a melhor estimativa para a concentra¢do formal dos analitos nos
extratos, uma vez que para comprimentos de onda fixos, a drea da curva que define o pico de
cada analito detectado ¢ diretamente proporcional a sua concentragdo. O valor da area foi
calculado automaticamente pelo sofiware no modo de integracdo Agile 2. Essa abordagem nao
permite dizer o quanto de cada antocianina est4 presente no extrato, porém ¢ possivel dizer com
alto grau de confiabilidade qual extrato possui o maior teor de antocianina, além de determinar
a propor¢ao relativa entre as espécies.

A proposta inicial para esse estudo de otimizagdo, seria usar a soma das areas de todas
as antocianinas encontradas. Contudo ao se analisar os dados, observamos a presenca natural
de variagdes das areas medidas entre réplicas do mesmo nivel amostral. Além de erros aleatorios
associados a cada parte do processo, desde a coleta, até erros instrumentais no momento da
detecgdo, também existem erros intrinsecos ao processo de analise de extratos de materiais
vegetais tendo em vista que cada uma das réplicas trata se de materiais diferentes e as extragdes
foram feitas de forma auténtica. Dessa forma, essas variacdes sdo razoaveis e esperadas.
Somado a isso, também existem erros inerentes ao processo de extragdo, uma vez que extragdes
possuem um intervalo de eficiéncia que individualiza cada um dos extratos. Em resumo, cada
extrato ¢ unico, com material vegetal de caracteristicas Unicas e processo de extracdao
individualizado, porém o formalismo matematico associado a constru¢cao dos modelos de
regressao requer a aproximagao onde consideramos todos os extratos como partindo da mesma

fonte vegetal, o que explica e justifica as variacdes encontradas.
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Nao existe na literatura uma normatizagdo especifica para lidar com o problema
elaborado acima. Dessa forma, decidiu-se tomar um desvio padrao relativo (RSD, do inglés,
Relative Standard Deviation) de 15% como o ponto de corte para uma boa reprodutibilidade
entre as areas. Essa decisdo foi respaldada pela RDC N° 27 de 2012 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pela Bioanalytical Method Validation Guidance de maio de
2018 da agéncia de controle americana FDA (do inglés, Food and Drugs Administration)
(ANVISA, 2012; FDA, 2018). E importante considerar que ambas as diretrizes sdo definidas
para amostras bioanaliticas e ndo para plantas especificamente, porém devido a complexidade
das duas matrizes, ¢ a que melhor se aproxima do desafio enfrentado. Na Figura 15 podemos

ver os RSD para cada um dos 5 picos nos 5 niveis amostrais propostos.

Figura 15 - RSD para os sinais cromatograficos nos niveis experimentais.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A linha vermelha tracejada no grafico anterior mostra o limite de 15% anteriormente
estabelecido. Dessa forma, podemos notar que os picos 1, 4 e 5 possuem valor de RSD
excessivamente elevados para determinadas réplicas, tornando inviavel o uso de suas areas para

a construcdo do modelo de regressdo. Essa variabilidade pode ser justificada por serem picos
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com menor valor absoluto de area registrada, sendo mais propensos a sofrer variagdes causadas
pelo ruido instrumental. Além disso, picos com menores areas possuem maior sensibilidade a
variacdes pequenas em relagdo a média amostral do grupo, tendo em vista que o RSD ¢ uma
medida relativa e ndo absoluta. E possivel notar um valor anormal para o pico 4 no ponto
amostral C (Agua:EtOH - 50:50). Esse ponto, em média, foi o que apresentou a menor
expressividade de area dentre os pontos experimentais estudados, o que corroborando com os
motivos previamente citados, resulta em uma variacdo maior. Contudo, a fim de entender o
motivo de um valor tdo discrepante dos demais, fez-se uma averiguagao mais aprofundada desse
pico nos cromatogramas correspondentes, sendo o perfil mostrado na Figura 16. Nesse perfil
podemos observar que para uma das réplicas, amostra E7, o pico 4 ndo foi integrado, uma vez
que ¢ impossivel distinguir o sinal cromatografico de ruidos da linha base. As tabelas com as

médias amostrais de cada nivel e o seu respectivo RSD se encontra no material suplementar.

Figura 16 — Destaque no pico 4 para réplicas do ponto experimental C.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Ainda considerando o grafico da Figura 15, temos que os picos 2 e 3 atendem ao critério

estabelecido. A partir de agora a variavel resposta do modelo, y, passa a ser definida como a
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soma dos picos 2 e 3 dos cromatogramas de cada uma das amostras. Apds a defini¢do, tornou-
se possivel o inicio do calculo do modelo de regressdo. Fundamentado no principio da
parcimonia, inicialmente foi ajustado um modelo linear aditivo e, em seguida, um modelo
quadratico, para buscar entender o sistema estudado. Os dados utilizados para a construgdo
desses modelos e dos que serdo posteriormente citados estdo na Tabela 6, sendo x; e x2 as
varidveis experimentais propor¢ao de agua e de EtOH, respectivamente; e y a soma das areas

dos picos 2 e 3.

Tabela 6 - Dados para a constru¢cdo dos modelos de PM.

Condicao Amostra X1 X2 y
A El 1,0 0,0 3487,95
A E2 1,0 0,0 3293,80
A E3 1,0 0,0 3497,03
B E4 0,8 0,2 3292,90
B ES 0,8 0,2 4104,00
B E6 0,8 0,2 3870,35
C E7 0,5 0,5 2894,47
C E8 0,5 0,5 2599.,99
C E9 0,5 0,5 3058,01
D E10 0,2 0,8 6195,34
D Ell 0,2 0,8 7543,16
D E12 0,2 0,8 7097,23
E E13 0,0 1,0 4550,80
E El14 0,0 1,0 5952,12
E E15 0,0 1,0 5766,10

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Como pressuposto para a constru¢do de um modelo de regressdo paramétrico &
necessario a verificagdo da normalidade dos dados da varidvel resposta. Isso foi feito através
do teste de Shapiro-Wilk que retornou um p-valor de 0,065. Portanto a hipdtese nula ¢ rejeitada
e assume-se a normalidade dos dados testados.

Assim, o modelo linear resultou na Equacao 6:

y' = 3042,6(+532,6)x; + 5917,9(+532,6)x, (6)
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Ambos os coeficientes do modelo linear foram considerados significativos, o que quer
dizer que alteragdes tanto na proporc¢do de dgua quanto na propor¢do do EtOH influenciam de
forma importante na area projetada pelo modelo. Apesar da significancia, o modelo ndo
representa bem o sistema estudado, uma vez sugere que o aumento continuo da propor¢ao de
EtOH resulta em maiores teores de antocianinas. As projecdes para o modelo podem ser vistas
na Figura 17. Verificou-se a presenca de falta de ajuste no modelo resultando em um F,,; de
21,802 frente a um F;,;, de 8,23. A falta de ajuste pode ser verificada e observada no grafico de

residuos na Figura S1 no material suplementar.

Figura 17 - Previsdes para valores de area teorica pelo modelo linear.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

O modelo linear projeta areas menores para altas concentragdes de dgua e o aumento
progressivo da area com o aumento da quantidade de EtOH. Esse modelo ndo considera as
interacdes entre os dois solventes e o efeito que isso iria proporcionar a extragao. Dessa forma,
os valores para condi¢des experimentais com alta quantidade de agua sdo subestimados,

enquanto o efeito da adi¢do de EtOH ¢ superestimado.
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Frente a ineficiéncia do modelo linear em representar o sistema estudado também foi
construido um modelo quadratico. Este apresenta um termo de interacao cruzada xix> que pode
indicar efeitos sinérgicos ou antagonicos entre os componentes da mistura proposta. O modelo

quadratico resultou na Equacgao 7:
y' = (3344,1 + 654,2)x; + (62194 + 654,2)x, — (2644,9 + 3244,5)x,x, (7)

Para o modelo quadratico somente os coeficientes lineares foram considerados
significativos, de forma que nenhum efeito antagonico ou sinérgico foi considerado importante
para a descricdo matematica do sistema. Porém, a descricdo prevista também ndo ¢ fiel a
realidade uma vez que a falta de ajuste resultou em um F,,; de 30,72 frente a um F;,;, de 5,46.

Na Figura 18 podemos ver as previsoes feitas pelo modelo quadratico

Figura 18 - Previsdes para valores de area tedrica pelo modelo quadratico.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

O modelo quadratico falha em capturar a interagao real entre os componentes da mistura

estudada, porém em diferenca frente ao modelo linear, esse novo modelo causa uma atenuagao
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na influéncia do EtOH na érea projetada. De toda forma, o perfil de evolucdo da resposta
projetada ¢ bastante similar ao proposto pelo modelo linear, uma baixa 4rea para as solugdes
com maior teor de 4gua € um aumento continuo com o incremento da quantidade de EtOH,
sendo em ambos 0s casos 0 maximo previsto para a condigao com 100% de EtOH. O grafico
de residuos para esse modelo também pode ser visto na Figura S2 do material suplementar.

Os resultados encontrados mostram que as regressdes propostas sob a premissa de um
PM ndo foram o suficiente para capturar os nuances da extragdo proposta. Ficou nitido pela
falta de significancia do coeficiente de intera¢do cruzada do modelo quadratico que a
abordagem de uma regressao linear ndo consegue emular a interagdo dos solventes envolvidos
na solugdo extratora com as antocianinas do material vegetal. Devido a falta de ajuste evidente
os modelos de regressao encontrados com o PM ndo podem ser utilizados para realizar
previsoes.

Os resultados aqui mostrados, porém, ainda possuem valores qualitativos e
exploratorios e mostram que dentre os pontos estudados aquele com a propor¢ao 20:80
Agua:EtOH ¢ o que fornece a maior eficiéncia de extragdo de antocianinas. Por fim, para melhor
a descrigao matematica do sistema estudado, modelos mais complexos devem ser considerados,
incluindo regressdes polinomiais que deem um efeito maior a interagdo cruzada entre as duas
variaveis experimentais.

Para a utilizagdo de modelos polinomiais mais complexos € necessario primeiro
entender a relacao entre a varidvel de resposta y e cada uma das variaveis explicativas, X € Xo.
Para isso, por se tratar ¢ um sistema bivariado, cada uma das variaveis explicativas foram
fixadas em intervalos pré-definidos enquanto o efeito da outra varidvel foi observado de forma

individual. Os resultados dessa analise estdo na Figura 19.
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Figura 19 - Gréfico de efeito individuais para as varidveis explicativas.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Como pode ser observado, em nenhum dos intervalos observados a relagdo entre a
resposta e as variaveis explicativas € estritamente linear, dessa forma se faz necessario a
inser¢ao de termos de ordem superior na elabora¢do do modelo. Para isso devemos levar em
conta a ordem dos termos individuais além da ordem e tipo de interagdo cruzada. Portanto

chegamos a 3 possiveis modelos:
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O modelo 1 ¢ definido pela equacao 8 a seguir, este modelo ¢ essencialmente 0 modelo
quadratico do planejamento de misturas com a inser¢ao do termo de segunda ordem nos termos

das componentes individuais do sistema.

y, = bo + ble + b2x22 + b12x1x2 (8)

Para o modelo 2, na equagdo 9, temos os termos individuais e o termo de interacao
cruzada como sendo de segunda ordem. Enquanto para o modelo 3, mostrado na equacao 10,
temos os termos individuais de primeira ordem, sendo os termos de segunda ordem colocados

de forma alternada nos termos referentes as interacoes cruzadas do sistema.

y' = by + byx{ + byx5 + bypxixs 9

Vale dizer que os modelos citados estdo em uma forma genérica onde ndo ¢ levado em
conta a particularidade de um sistema de misturas, onde a condi¢do em que x;+x> deve ser igual
a 1. Dessa forma os modelos foram trabalhados algebricamente para se adequar a essa condicao,
nesse sentido temos:

Modelo 1: y' = bjx? + byx3 + bjyx1x;,
Modelo 2: y' = bjx# + b3x% + b3*x1x, + bj,xix3

Modelo 3: y, = b;xl + b;xZ + bllx%xz + bzlesz + bllezsz

Os detalhamentos para as modificagdes no modelo serdo mostrados oportunamente no material
suplementar desse trabalho. Além disso por conta do aumento de complexidade dos modelos
propostos se fez necessario a realizacdo de experimentos em um outro ponto experimental,
tendo sido escolhido o ponto com 10% de Agua e 90% de EtOH por questdes de praticidade
uma vez que nessa propor¢ao foi possivel avolumar o extrato seco para as mesmas condi¢oes
do demais pontos sem a necessidade da liofilizagdo. O cromatograma da triplicata auténtica
para esse ponto experimental também se encontra no material suplementar na figura S3.

Para testar e definir o modelo que representa o sistema estudado foi realizado o processo
de validagdo cruzada dos com os dados experimentais. Essa metodologia estatistica ¢ utilizada

para assegurar que o modelo proposto se adequa aos dados utilizados para constru¢do do
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modelo de forma efetiva, mas também tem a potencialidade de generalizar e produzir boas
previsdes para dados que ndo foram utilizados além dos utilizados no treinamento do modelo.
Dentre os varios algoritmos propostos para esse fim, optou-se por utilizar a metodologia do
“leave one out cross validation”. Nesse sentido, sdo construidos 18 modelos, cada um deles
deixa um dos pontos experimentais fora da construgdo, em seguida a resposta experimental para
o ponto deixado de fora ¢ comparado com a reposta proposta pelo modelo construido através
de diferentes métricas. Ao final essas métricas foram comparadas em média para cada um dos
modelos propostos acima. O resultado esta mostrado na Figura 20.

Foram avaliadas trés métricas. A primeira delas, destacada na Figura 20 — A ¢ a raiz
quadrada dos erros médios (RMSE — do inglés Root Mean Square Error), que nos diz de modo
geral o quao distante dos valores experimentais estdo os valores ajustados. Para essa métrica
quando menor o valor melhor ¢ o ajuste do modelo, dessa forma podemos perceber que os
modelos propostos no planejamento de misturas sdo os dois piores em relacdo ao ajuste, o
modelo 1 ndo apresenta nenhuma diferenca em relagdo ao modelo quadratico. O modelo dois
jé& apresenta uma melhora significativa em relagdo aos demais, mas ¢ o modelo 3 que melhor se
adequa aos dados experimentais. O mesmo ¢ observado para a segunda métrica, a média
absoluta dos erros médios (MAE — do inglés Mean Absolute Error). Para o coeficiente de
determinagdo R? o valor é melhor quanto mais préximo de 1, nesse sentido novamente temos o
modelo 3 como sendo o que melhor se adequa aos dados, dessa forma podemos definir este
como sendo o melhor dentre todos os modelos ajustados. Por fim, € possivel dizer que o modelo
3 pode ser utilizado de forma segura para fazer previsdes dentro do sistema, possuindo valor
tanto descritivo quanto preditivo uma vez que pelo teste de falta de ajuste ndo foi encontrado
indicativos de falta de ajuste. Além disso através da analise de residuos o modelo foi
considerado normal pelo teste de Shapiro-Wilk com um p-valor de 0.9968, homocesdastico
através do teste de Breusch-Pagan que retornou um valor de %> de 1.62 com 1 grau de liberdade.
Enquanto o teste de Durbin-Watson mostra que ndo ha auto-correlagdo entre os residuos
retornando um p-valor de 0.79. Apesar da validacdo matematica considera-se razoavel a

necessidade da validag¢do experimental desse modelo.



Figura 20 — Métricas de avaliacdo de modelo obtidos pela validagdo cruzada.
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A equacdo 11 define o modelo 3, enquanto na Figura 21 podemos observar o
comportamento previsto para o sistema de acordo com esse modelo. Podemos observar que
assim como observado experimentalmente o valor de area prevista diminui proéximo a
proporcao igual de agua e EtOH, fato que pode ser explicado devido a alta interagdo entre os
dois solventes oque faz com que a afinidade entre eles seja maior que a afinidade com as
antocianinas no meio de extragdo, reduzindo dessa forma a quantidade extraida. O maximo de
extracdo pode ser obtido entre 75-90% de EtOH uma vez que nessa proporcao a interagao
mencionada anteriormente ¢ menor a0 mesmo tempo essa propor¢do fornecesse a capacidade
necessaria de rompimento das paredes celulares proporcionadas pelo EtOH e a solubilidade

aumentada com a presenca de adgua.

y' = (3431,44+263,8)x, + (5376,6 + 257,1)x, + (24754,1 + 4463,5)x2x,

1)
+ (44668,8 + 4014,9)x; — (127803,9 + 16016,7)x%x3

Figura 21 - Previsdes de area pelo modelo 3
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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5.5 ESTUDO DA CINETICA DE EXTRACAO

O monitoramento continuo das antocianinas no extrato de capim-elefante ao longo do
periodo evidencia que o perfil global do extrato permanece constante. No entanto, € perceptivel
um incremento no teor relativo das antocianinas evidenciado pelo aumento da intensidade de
sinal em algumas bandas caracteristicas. A Figura 20 ilustra os resultados de 22 experimentos,
nos quais se pode observar essa progressao na intensidade do sinal.

Para obter uma visualizagdao exata da regido entre 520 e 540 nm, area seletiva para a
identificacdao das antocianinas, optou-se por nado realizar dilui¢des no extrato. Como resultado,
¢ comum identificar saturagdo de detecgdo em comprimentos de onda menores. No entanto,
dado que a abordagem primordial deste experimento ¢ uma anélise focada exclusivamente no
perfil e nas informagdes relacionadas as antocianinas, essa saturagdo ndo compromete as
implicagdes a serem discutidas.

O entendimento das causas e implicacdes dessas variagdes nos teores observados pode
fornecer insights valiosos sobre a complexidade molecular desses compostos e suas possiveis
interacdes no extrato. A compreensdo aprofundada dessas caracteristicas contribui
significativamente para a interpretacao dos resultados e para a contextualizacdo das agdes

bioldgicas e tecnoldgicas associadas ao perfil das antocianinas no extrato analisado.

Figura 22 - Espectro geral dos extratos de capim-elefante.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Na representacdo grafica, ¢ possivel discernir trés regides distintas. A primeira, situada
anterior a 450 nm, evidencia a saturacao do sinal no detector, atribuivel a elevada concentragao
de compostos que absorvem nesses comprimentos de onda. A segunda regido, abrangendo a
faixa entre 500 e 600 nm, destaca a banda caracteristica das antocianinas no espectro visivel.
Por fim, a terceira regido, compreendida entre 600 ¢ 700 nm, corresponde a absor¢ao
relacionada a clorofila. Conforme observado, a intensidade de sinal nessas regides exibe
variacoes entre os diferentes extratos, indicando de forma clara uma diversidade nos teores das
espécies detectadas.

Ao concentrar a analise na segunda regido, como evidenciado na Figura 20A, ¢ possivel
identificar que o maximo de absorcao para o extrato ocorre em 536 nm. Além disso, ao examinar
a Figura 20B, nota-se que o perfil descrito se mantém consistente ao longo do espectro médio
em cada intervalo de tempo de medicdo. Este padrao constante sugere uma estabilidade no
comportamento espectral das antocianinas ao longo do monitoramento temporal, além de
evidenciar o aumento do teor de antocianinas em fun¢do do tempo de extracdo. Também ¢é
possivel notar que a taxa de extragdo desses compostos ndo aparenta ser constante durante o

intervalo estudado, sendo aparentemente maior no inicio da extragao.
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Figura 23 - Espectro dos extratos de capim-elefante entre 400 e 600 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Considerando 536 nm como o méximo de absor¢do para todas as amostras analisadas,
definiu-se a absorbancia referente a esse comprimento de onda como sendo um bom estimador
para a concentragao de antocianinas nos extratos. Dessa forma, procedeu-se com a avaliagdo
dos dados a fim de determinar a relag@o entre o teor de antocianinas e o tempo de extragao.

A Tabela 7 mostra o valor de absorbancia em 536 nm para cada uma das amostras
estudadas, além disso podemos verificar graficamente a informacdo na Figura 21. Como
podemos observar, as réplicas possuem valores relativamente proximos entre si, sendo as
maiores discrepancias nas réplicas das extragdes com duragdes de 4h e nas de 6h. De modo
geral, podemos observar o aumento do teor de antocianina com a evolu¢do do tempo. No
entanto, para os pontos destacados acima, uma das réplicas extraiu menos que o nivel anterior.

Para esses casos, acredita-se tratar de erros aleatorios influenciando no momento da analise.
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Tabela 7 - Absorcao das amostras em 536 nm.

Absorbancia (u.A.) Tempo (min)
0,68001 5
0,52437 5
0,63267 10
0,79347 10
0,63783 20
0,91807 20
0,83901 30
0,87756 30
1,17025 60
1,00756 60
1,41385 120
1,42894 120
1,62195 240
1,33056 240
1,65821 360
1,57041 360
1,97306 600
1,57282 600
1,89947 1080
1,98284 1080
1,78681 1440
2,01267 1440

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Vale destacar que, todos os experimentos foram feitos de forma auténtica, ou seja, apesar
da mesma origem e da busca por homogeneizar o material vegetal anterior a extragdo, cada uma
das réplicas ainda possui diferencas no que tange a individualidade do material usado na
extracdo. Dessa forma, apesar da discrepancia nos extratos medidos, a variancia entre as
amostras de mesmo nivel ndo ¢ grande em valor absoluto, o que implica que esta inerente a
analise uma sensibilidade alta a pequenas variagdes entre as réplicas.

Esse problema poderia ser corrigido ou mitigado aumentando-se o numero de réplicas
por nivel, mas essa solugdo ndo foi possivel devido a limitagdao na quantidade de amostra
disponivel. Outro fator que poderia melhorar diminuindo a variagdo entre esses niveis
especificos seria o aumento da massa utilizada no ensaio, uma vez que aumentaria a

representatividade de cada um dos ensaios em relagdo a média global da massa total de capim-
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elefante possuido. Contudo, essa também uma solugdo que foi limitada pela quantidade de
amostra disponivel.

Para as amostras do ultimo nivel em relagdo ao nivel anterior também ha uma
diminuicdo aparente no teor de antocianinas medido. Contudo, diferente do caso abordado
anteriormente, nao se acredita que para essa situagdo a causa seja experimental, mas sim uma
diminuicdo natural do teor de antocianinas, uma vez que para as réplicas em questdo o desvio
entre elas nao se mostrou tdo grande. Portanto, a diminui¢do do teor de antocianinas para esse

nivel serd abordada e discutida posteriormente nessa sessao.

Figura 24 - Absorcdo dos extratos de capim-elefante em funcdo do tempo de extragao.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

De modo geral, apesar das eventuais anomalias relatadas, acredita-se que o experimento
possua valor cientifico e que a influéncia dos erros ndo causara grandes impactos nas analises
posteriores. E importante destacar que erros aleatorios fazem parte de uma rotina experimental
e que a ciéncia e entendimento das possiveis causas engrandecem o debate cientifico e
possibilitam a formulag¢do de hipoteses sobre os dados estudados. Tao logo, para prosseguir
com as analises dos dados tomaremos nao a informacao das réplicas individuais, mas sim das
médias para cada nivel amostral, uma vez que essa possui maior valor e significancia em relagao

a analise como um todo.
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Na Figura 22 observamos um grafico que mostra a evolu¢cdo média da absorbancia
medida em funcdo do tempo de extragdo. Grande parte das observagdes feitas para o grafico
anterior se mantém para essa. E possivel notar o aumento continuo do valor de absorbancia em
funcdo do tempo de extragao, com excecado do ultimo ponto. Em relagao a isso, formula-se duas
possiveis hipoteses. A primeira € que essa variacao seja de fato causada por erros aleatérios no
processo de analise, desde a amostragem até a leitura em si. Contudo, também se trabalha com
a possibilidade de que nesse intervalo de tempo a taxa de degradagdo das antocianinas passe a
ser maior que a taxa de extragdo das mesmas. Como ¢ sabido, as antocianinas sdo espécies de
baixa estabilidade que se degradam com facilidade, e fatores como a temperatura e o pH sdo
determinantes para isso. As analises ocorreram em temperatura controlada de 25 °C, mas para
essa etapa nao ouve recobrimento para evitar a interagdo com a luz por motivos operacionais.
Além disso, como visto, subprodutos da extragdo das antocianinas causam o aumento do pH do
extrato, uma vez que apos 24 horas de extragdo o teor desses outros componentes também
aumentaram. Logo ¢ de se esperar que o pH tenha passado por alteragdes mais impactantes
quando comparado aos pontos anteriores, deixando as antocianinas mais susceptiveis a
degradacao.

Outro ponto importante a se levar em conta € que existe a possibilidade de que em algum
momento entre os pontos de medi¢do 18h e 24h a extracdo parou de ocorrer, seja por saturagao
do solvente ou mesmo por indisponibilidade das espécies no material vegetal. Para fim de
discussodes, consideraremos como 18h o ponto onde o teor de antocianina no extrato ¢ maximo,

apos 1sso esse teor passa a diminuir.
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Figura 25 - Absor¢do média dos extratos de capim-elefante em funcdo do tempo de extragao.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Um detalhe importante a ser observado nesse grafico ¢ a clara alteracdo na taxa de
extragio de antocianinas em fungdo do tempo. E possivel notar uma curva mais ingreme no
inicio do grafico, o que indica uma maior taxa de extracdo. Para fins de esclarecimento, vale
dizer que a taxa de extracdo ¢ o quanto de antocianina ¢ extraido no mesmo intervalo de tempo.
E esperado que o inicio da extragio possua uma taxa de extragio maior, tendo em vista que o
solvente extrator esta longe de sua saturacdo e toda a antocianina presente no tecido vegetal
esta disponivel para a extracdo. Com o passar do tempo, a concentracao de antocianinas no
solvente passa a aumentar, saturando o meio extracelular em relagdo aos tecidos vegetais. Ao
mesmo tempo, a quantidade de antocianinas no interior das células vegetais estd menor. Por
esses motivos, passa-se a extrair menos antocianinas. Mesmo que o teor de antocianinas
acumulado na solugdo continue aumentando gradualmente, esse aumento ocorre em uma
velocidade menor.

Uma taxa de crescimento maior no inicio com suavizac¢do gradual ¢ caracteristica de
uma curva logaritmica. Isso, juntamente com a percepg¢ao visual da tendéncia da curva amostral,
nos leva a crer que existe uma relagdo logaritmica entre a absorbancia e o tempo de extragao.

Uma relagdo logaritmica pode ser interpolada por uma funcao linear do tipo (Equacéo 8):
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y =alLog(x)+ b 8)
onde “Log(x)” ¢ a variavel independente e “y” ¢ a varidvel dependente; “a” e “b” sdo os
coeficientes do modelo, sendo “a” a inclinagdo da reta e “b” o intercepto. Para o caso estudado,
“y” se trata da absorbancia, enquanto “x” ¢ o tempo de extracdo.

Como ¢ sabido que em um tempo de extragdo igual a zero ndo hd a presenca de
antocianinas nos extratos de capim-elefante, o coeficiente “b” deve ser por definicdo igual a
zero. Seguindo essa premissa, foi realizado um ajuste de modelo que descreve o sistema

estudado. Tal modelo resultou na Equag¢iio 9 com um coeficiente de correlagio R? de 0.9966.

A =0.273904Log(t) )

Essa equag¢do mostra uma forte tendéncia linear com um alto valor de correlagao,
implicando em uma forte relacdo logaritmica entre a absorbancia e o tempo de extracdo. O

grafico mostrado na Figura 23 ilustra essa forte tendéncia linear mencionada.

Figura 26 - Ajuste linear entre absorbancia e logaritmo do tempo.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Desde o principio, essa analise possuia somente um carater descritivo, de forma que
construir um modelo preditivo do teor de antocianinas em fun¢do do tempo ndo era um dos
objetivos. A premissa era simplesmente buscar uma forma matematica para descrever o sistema
estudado. Por tal motivo, o modelo descrito anteriormente ndao pode ser usado de forma
preditiva uma vez que as execugdes das atividades experimentais ndo foram realizadas seguindo
os critérios necessarios para esse fim, como a randomizagdo dos experimentos, por exemplo.
Além disso, diferentes massas de capim-elefante foram pesadas. Embora todas elas estivessem
por volta de um valor definido de 0,5 gramas, houveram alteragdes menores durante as pesagens
e essas massas ndo foram anotadas para serem levadas em conta no momento de ajuste do
modelo. Por fim, somente duas réplicas de cada nivel foram realizadas. Sabe-se que em um
experimento de ajuste linear duas réplicas sdo insuficientes para o estudo da falta de ajuste do
modelo, diminuindo a confiabilidade do modelo para fazer predigdes, podendo ocasionar em
resultados significativamente discrepantes dos experimentais. Apesar disso, o modelo ¢ o
suficiente para ser o que foi proposto: um modelo descritivo dentro do recorte estudado. Os
residuos deixam claro que ndo existem erros sistematicos associados a analise em questdo, além
de seguir distribuicdo normal, como pode ser visto no grafico de quantis da Figura 25 ¢ pelo
valor de 0,7104 no teste de Shapiro-Wilk. Dessa forma ¢ possivel usar o modelo e a equacao

obtida acima para inferir sobre o experimento realizado.

Figura 27 — Gréfico dos quantis normais para residuos da regressao logaritmica.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Dessa forma, uma curva logaritmica ¢ o que melhor descreve a relacdo entre o sinal
medido, consequentemente a concentragdo de antocianinas no extrato, e o tempo de extragdo.
A relacao logaritmica entre o sinal de absorbancia medido e o tempo de extracao de antocianinas
tem implicacdes significativas na interpretacdo dos dados e no desenvolvimento de métodos
eficazes de extragdo, sugerindo que a extracdao desses compostos ndo ocorre de maneira linear
ao longo do tempo, mas sim de forma mais eficiente em fases iniciais. O bom ajuste da curva
experimental com o modelo pode ser visto na Figura 26.

Essa tendéncia logaritmica pode ser explicada pelo fato de que, inicialmente, a extracao
de antocianinas ¢ mais rapida, aumentando rapidamente a concentragdo em um curto periodo.
A medida que o tempo de extracdo progride, a taxa de extragdo diminui, atingindo um plato
onde a variagdo na concentragdo de antocianinas torna-se mais lenta. Essa informagao € crucial
para otimizar os processos de extracdo, determinando o momento ideal para interromper o

procedimento e obter concentragdes desejadas de antocianinas.

Figura 28 - Curva experimental e ajuste logaritmico.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Além disso, a relagdo logaritmica pode indicar a presenga de diferentes fases ou

componentes na matriz de extragdo, cada um contribuindo de maneira distinta para a liberagao
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de antocianinas. Compreender essa dindmica temporal permite ajustar variaveis experimentais,
como a escolha do solvente ou a temperatura, para maximizar a eficiéncia da extracao.

O coeficiente de correlagdo do modelo proposto juntamente com a avaliacao visual das
curvas indica proximidade entre o resultado experimental e o modelo tedrico. Se os dados
experimentais se aproximam bem dessa curva logaritmica proposta, isso indica uma
concordancia significativa entre a teoria modelada e os resultados praticos. Quando a
proximidade ¢ alta, isso sugere que a taxa de aumento no sinal de absorbancia diminui de
maneira consistente a medida que o tempo de extracdo aumenta, em conformidade com a
natureza logaritmica da equacdo como pode ser visto na Figura 27.

A proximidade da curva experimental com a curva logaritmica proposta implica que o
modelo ¢ capaz de capturar e descrever efetivamente as mudangas na concentracdo de
antocianinas ao longo do tempo durante o processo de extragdo. Isso fortalece a confianca na
validade do modelo proposto, indicando que ele pode ser uma representacdo matematica precisa
do comportamento das antocianinas durante o processo de extragao.

Autilidade dessa concordancia vai além da mera descri¢ao matematica, fornecendo uma
base solida para prever e controlar eficazmente o processo de extragao em condic¢des variadas.
A implementagdo desse modelo pode ser valiosa em ambientes industriais ou de pesquisa,
permitindo uma otimizagdo mais precisa das variaveis do processo para atender a objetivos

especificos de concentracdo de antocianinas.
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Figura 29 - Derivadas do modelo experimental.
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(A) - Primeira derivada do sinal em func¢ao do tempo; (B) - Segunda derivada do sinal em
funcdo do tempo.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A primeira derivada, responsavel por definir a taxa de extracdo de antocianinas em
relagdo ao tempo, pode ser interpretada como a velocidade com que as antocianinas se deslocam
do meio celular no tecido vegetal para o meio externo, onde esta presente o solvente extrator.
Inicialmente, a extragdo se inicia com uma elevada taxa de migragao, pois inicialmente nao ha
antocianinas no extrato, e todas as espécies disponiveis sdo captadas pelo solvente.
Naturalmente, ocorre uma diminui¢do nessa taxa, conforme evidenciado na Figura 27A.
Entretanto, é possivel notar que essa taxa experimenta um leve aumento a partir de 10 minutos.
Esse acréscimo pode ser compreendido como o tempo necessario para o rompimento de parte
da parede celular do tecido vegetal pelo solvente de extracdo, liberando as antocianinas para
migrarem para o meio extracelular. Apds essa ocorréncia, a taxa de extracdo volta a diminuir
até os 240 minutos, momento em que se torna constante, permanecendo igual a zero até o
término da extracao. Isso implica que, a partir desse momento, a quantidade de antocianina
extraida em relacdo ao tempo se torna constante até o fim da extragao.

Ao analisarmos o gréafico da segunda derivada (Figura 27B), que ilustra como a taxa de

extragdo se altera em funcdo do tempo, podemos corroborar com o exposto anteriormente. Ha
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uma queda inicial na taxa de extra¢@o, seguida por um leve aumento em 10 minutos. Contudo,
essa variagdo atinge o equilibrio, evidenciado pela segunda derivada igual a zero até o
encerramento da extracao. Isso implica que, na maior parte do tempo, a extragdo ocorre a uma
taxa fixa em relacdo ao tempo, uma informagao crucial para determinar o tempo de duragao
ideal para o processo de extragao.

Tendo essas informagdes em mente podemos ponderar sobre o tempo de extragdo ideal
para as antocianinas. Considerando um cenario onde objetiva-se maximizar a quantidade
extraida de antocianinas e levando em conta o declinio do teor de antocianinas apos 18h de
extracdo, podemos considerar esse como o tempo ideal para a extragdo. Também vale destacar
que em média 76,1% do teor total de antocianinas sdo extraidas nas primeiras 4 horas de
extragdo, ademais a extra¢ao de 83,2% do teor maximo ocorre em 6h de extragao e 91,4% em
10h. Portanto ¢ razoavel inferir que 4h de extracdo ¢ o tempo que otimiza a eficiéncia do
processo. Os tempos de 6h e 10h apresentam boas opc¢des intermedidrias onde eficiéncia em
relag@o ao tempo do processo e a maximizagao da quantidade extraida sdo ponderadas de forma
diferente.

Ao fim, o tempo ideal de extragdo depende de outras variaveis, incluindo a motivacao
pelo qual a extragdo estd sendo feita. Questdes operacionais também devem ser levadas em
conta como os custos envolvido no processo além da disponibilidade de material vegetal e
recursos para a extracdo. Acredita-se, porém, que o estudo realizado possa servir de apoio e

auxiliar a tomada de decisao.
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6 CONCLUSOES

O estudo realizado proporcionou respostas importantes que ampliam o conhecimento
sobre as antocianinas presentes nos extratos hidroalcoolicos de capim-elefante.

Ficou evidente que, embora os extratos com proporcdes iguais dos solventes de extracao
resultem em maior eficiéncia global em termos de massa extraida, isso ndo se traduz
diretamente no teor de antocianinas, sugerindo a presenca de outros compostos nos extratos
analisados e justificando o uso de técnicas de separagdo e deteccao seletivas as antocianinas.
Identificamos cinco antocianinas nos extratos, sendo a mais abundante preliminarmente
identificada como cianidina-3-glicosideo. Além disso, obtivemos informagdes iniciais sobre as
demais antocianinas.

Por meio de técnicas semiquantitativas definiu-se através de um modelo polinomial de
misturas que o intervalo entre 75% e 90% de EtOH como sendo o 6timo para a extragdo de
antocianinas. No entanto, reconhecemos a necessidade da validagao experimental desse modelo
uma vez que matematicamente o mesmo se mostra adequado para analises descritivas e
preditivas do sistema. Quanto ao tempo de extragao, determinamos que 4 horas otimizam a taxa
de extracdo, enquanto 18 horas maximizam o teor de antocianinas nos extratos.

Em ultima andlise, os desdobramentos praticos dessas descobertas podem impactar
positivamente a produ¢do de alimentos, suplementos e produtos farmacéuticos enriquecidos

com antocianinas, aprimorando tanto seus beneficios nutricionais quanto sensoriais.
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Material suplementar

Tabela S1 — Parametros de valor central para os sinais obtidos pela analise de HPLC

Grupo Pico Média Desvio Padrio RSD(%)

A 1 303.8009 43.77518 14.40917
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A 2 3146.778 132.5625 4.212643
A 3 279.4842 17.97193 6.430394
A 4 69.31086 10.41702 15.02942
A 5 1218.834 2.895762 0.237585
B 1 297.3833 197.0283 66.254

B 2 3426.847 387.1611 11.29788
B 3 328.9033 40.07971 12.18586
B 4 85.61667 33.63228 39.2824
B 5 1324.9 138.1109 10.42425
C 1 218.3833 6.50311 2.977841
C 2 2585.63 222.3495 8.599432
C 3 265.1933 11.51102 4.340615
C 4 466.02 722.3017 154.9937
C 5 1225.305 95.8059 7.818943
D 1 480.0767 268.4732 55.92299
D 2 6402.317 628.7277 9.820315
D 3 542.9267 86.80208 15.98781
D 4 129.75 26.86589 20.70589
D 5 1167.077 843.3806 72.26437
E 1 207.4767 92.66079 44.66082
E 2 5117.503 746.194 14.58121
E 3 305.5033 19.92462 6.5219

E 4 114.7867 16.38595 14.27513
E 5 307.5833 79.26198 25.76927

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).



Figura S1 — Residuos da regressdo Modelo Linear
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Figura S2 — Residuos da regressao Modelo Quadratico
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Figura S3 — Cromatogramas ponto experimental 10:90 Agua:EtOH
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Condigoes de dependéncia modelo para misturas

x1 +x2 :1 (I)

X%+ 2x1%, + x5 = 1 (1)

Transformagdes algébricas modelo 1:

y' = by + b1x? + byx? + byyx1x,
Utilizando (IT) temos:
y' = (x} + 2x1%; + x5)bg + byx? + byx3 + byyx; X,
y' = (bo + by)x{ + (by + by)x5 + (2boby2)x1x;

y' = bix{ + byx5 + bi,x;x;

Transformagdes algébricas modelo 2:

y' = by + bix? + byx2 + by, xix3
Utilizando (II) temos:
y' = (x§ + 2x1%, + X5)bg + byx? + byx3 + bypx?x?
y' = (bo + by)x{ + (bo + b)x3 + 2bo(x1%, + b1px{x5)

y' = bix? + byx3 + b3 x1x, + biyx?x3



Transformagdes algébricas modelo 3:
y' = by + byx; + byxy + b1 x2x5 + byyx1x5 + byyxixs
Utilizando (I) temos:
y' = (X1 + x2)bg + byxy + byxy + by x{ Xy + bppX1 X5 + bypx7x3
y' = (bo + by)x1 + (bo+by)x; + by1x{xp + bypx1 X5 + bypx{x3

y, = b{xl + b;xz + b11x12x2 + b22x1x22 + b12x12x22
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