Campus de Botucatu FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS

\/
iég UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ) FC A.
u nesp J0LIO DE MESQUITA FILHO” =\
UNESP | BOTUCATU

ISABELLA BARBOSA MARQUES

PROSPECCAO DE CORANTES NATURAIS ORIUNDOS DE FLORES
COMESTIVEIS

Botucatu
2022






ISABELLA BARBOSA MARQUES

PROSPECCAO DE CORANTES NATURAIS ORIUNDOS DE FLORES
COMESTIVEIS

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas da Unesp Campus de Botucatu,
para obtencdo do titulo de Doutor em
Agronomia (Horticultura).

Orientador(a): Prof. Dr. Filipe Pereira

Giardini Bonfim

Botucatu

2022



Marques, Isabella Barbosa

M357 « - Lo
P Prospeccéo de corantes naturais oriundos de flores comestiveis /

Isabella Barbosa Marques. -- Botucatu, 2022

71p.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Botucatu

Orientador: Filipe Pereira Giardini Bonfim

1. Corantes naturais. 2. Flores Comestiveis. 3. Aditivos alimentares.

4. Atividade antioxidante. 5. Compostos bioativos. I. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da Faculdade
de Ciéncias Agrondmicas, Botucatu. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




ﬁxeﬂ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA > F C A

FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS
UNESP | BOTUCATY

Campus de Botucatu

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: PROSPECGAO DE CORANTES NATURAIS ORIUNDOS DE FLORES COMESTIVEIS

AUTORA: ISABELLA BARBOSA MARQUES
ORIENTADOR: FILIPE PEREIRA GIARDINI BONFIM

Aprovada como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Doutora em AGRONOMIA
(HORTICULTURA), pela Comissao Examinadora:

articipacao Presencial)
omicas de Botucatu UNESP

Prof.2 Dr.2 JORDANY APARECIDA DE OLIVEI
Pés-Doutoranda - Centro de P&D de Recursos Gené

Jaguanuna/SP k.

Prof.2 Dr.2 REGINA MARTA EVA TA (PartLpagao Presencial)
Horticultura / Faculdade de Ciéncias Agronémicas de Botucatu - UNESP

Botucatu, 19 de agosto de 2022

de Ciéncias icas - Campus de Botucatu -
Avamda Universitéria, , 3780, 18610034, Botucatu - Sdo Paulo
http://www.fca.unesp.brCNPJ: 48.031.918/0021-78.







Aos meus amados pais, Ailton e Ivane,
Aos meus amados irmdos, Pablo e Lucas,

Dedico.






Agradecimentos

Ao meu bom Deus pelo dom da vida, por me permitir viver essa fase de Pés-
Graduacao que mesmo, as vezes, tdo doida me fez crescer e amadurecer.

A minha Mae do céu, Maria Santissima, por me carregar no colo, me consolar nos
momentos mais dificeis, por iluminar meus caminhos e me acalmar, me mostrando
que tudo ficaria bem, que eu estava no caminho certo.

Aos meus pais Ivane e Ailton e aos meus irmaos Pablo e Lucas, por todo o apoio,
incentivo e amor incondicionais neste periodo. Obrigada por acreditarem em mim mais
do que eu mesma. Nada disso teria sentido ou importancia se eu nao tivesse voces.
Essa conquista, esse titulo ndo € meu, é nosso. Jamais conseguirei agradecer
suficientemente a voceés.

A toda a minha familia pelo apoio e incentivo incessantes. Especialmente a tia Daka,
por ter sido o meu lar aqui neste estado, o simples fato de estar em sua presenca, em
qualquer lugar que fosse, fazia eu me sentir em casa.

Ao meu querido orientador prof. Dr. Filipe, que sempre fez muito além de sua funcao
de orientacgéo, foi um grande prazer e uma honra aprender com vocé nos ultimos cinco
anos. Obrigada pela confianca depositada em mim e no meu trabalho. Fazer
doutorado em tempos de pandemia foi complexo, mas ter um orientador compreensivo
e humano deixou o percurso menos dificil. Vocé é inspiracao.

Agradeco de forma muito especial aos que ajudaram na execucao direta deste
trabalho, tanto na fase de campo, quanto nas andlises laboratoriais e na escrita da
tese: Hilbaty, Juliana, Leticia, Gustavo, Isabela, Lucas, Jordany, Nathdlia e Julio.
Obrigada de todo o meu coracéo, vocés tornaram esse trabalho possivel.

Aos demais estagiarios do Laboratério de Plantas Medicinais e aos membros do
Grupo de Pesquisa em Horticultura Organica e Biodiversidade que ajudaram em
alguma etapa deste trabalho.

Aos amigos de S&o Bento que sempre me apoiaram tanto, acreditaram em mim e se
fizeram presentes mesmo a distancia - especialmente Mona, Matheus, Anna Clara e
Junior.

A minha amiga Sara pela amizade, companheirismo, aconchego, por me mostrar uma
Botucatu que eu nao conhecia e por dividir um pouquinho da sua familia comigo,
fazendo com que os dias aqui fossem melhores e tivessem mais sentido. Sua amizade
- e sua familia — foram um verdadeiro presente do céu pra mim em Botucatu. Nao ha
distancia que desfaca os lacos que construimos.

Agradeco imensamente ao meu amigo Julio. Que sorte a minha ter vocé como amigo
ha 10 anos. Pois h& 10 anos vocé me faz acreditar que eu posso, que eu consigo, que
eu dou conta. Devo muito do meu sucesso académico a vocé. Obrigada por nunca me



deixar desistir, por me encorajar sempre. Olha s6 onde eu cheguei, olha s6 onde nés
chegamos. Obrigada, colega. Vocé € incrivel.

Agradeco a todos que de alguma forma, de algum lugar — especialmente minha
Comunidade Sao Bento - torceram, rezaram por mim, mandaram boas energias e
acreditaram que era possivel, que eu era capaz.

A minha psicologa Fernanda, que diagnosticou o TDAH e conduziu/conduz um
tratamento adequado que fez com que a escrita da tese fosse muito mais tranquila e
prazerosa.

Aos funcionarios da Fazenda Experimental Lageado e do Pomar da Horticultura por

toda a ajuda ao longo do doutorado.

Ao departamento de Producdo Vegetal e a FCA pela estrutura fisica e humana

disponibilizada para a realizacao deste trabalho.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior pela concesséo da

bolsa - Brasil — Codigo de financiamento 001.

A todos que foram meus professores ao longo da vida, desde a pré-escola até a tltima
disciplina do doutorado, tem um pouquinho de cada um de vocés nessa tese, na
profissional e na pessoa humana que sou.



“O correr da vida embrulha tudo, a vida é assim: esquenta e esfria, aperta e dai
afrouxa, sossega e depois desinquieta. O que ela quer da gente € coragem. O que
Deus quer é ver a gente aprendendo a ser capaz de ficar alegre a mais, no meio da
alegria, e inda mais alegre ainda no meio da tristeza! ”

ROSA, J. G. Grande sertdo: veredas. 22. ed. S&o Paulo: Editora Companhia das Letras, 2019. p.519.






RESUMO

A cor € um atributo de suma importancia na aceitacdo de produtos, especialmente dos
alimenticios. Em razdo dos possiveis danos que os corantes sintéticos podem
acarretar a saude humana ha uma busca por alternativas a estes aditivos. Os corantes
naturais séo potenciais substitutos aos sintéticos, pois sdo considerados ndo toxicos
e ainda podem propiciar efeitos benéficos em virtude de suas atividades bioativas,
como a antioxidante. Objetivou-se com o presente estudo prospectar flores
comestiveis com potencial uso como corante natural. Foram avaliadas as espécies
Calendula officinalis L.(caléndula), Tropaeolum majus L. (capuchinha), Hibiscus
acetosella Welw. ex hiern (vinagreira-roxa) e hibridos de Viola x wittrockiana Gams
(amor-perfeito roxo, amor-perfeito purpura e amor-perfeito vermelho). Os corantes
obtidos através dessas flores foram analisados quanto ao rendimento de extrato, teor
de compostos fendlicos totais, atividade antioxidante pelo método DPPH,
determinacdo de pigmentos (carotenoides, antocianinas, clorofila a e clorofila b),
andlise da cor instrumental em matriz alimenticia e estabilidade de corantes. Os dados
de estabilidade foram submetidos a analise de variancia e teste de médias (Teste F a
5% de probabilidade). Os demais foram submetidos a estatistica descritiva e a andlise
multivariada. Todas os corantes alcancaram altos valores de rendimento de extrato,
com destaque para a capuchinha vermelha (38%). Os corantes avaliados
apresentaram elevada atividade antioxidante, com mais de 70 % de Sequestro de
Radicais Livres (SRL), os oriundos de amor-perfeito parpura, capuchinha salméo e
capuchinha vermelha exibiram porcentagens de SRL proximas a 90%. Apresentaram
ainda altos valores de compostos fendlicos totais, sendo o corante proveniente do
amor-perfeito roxo o que detém o maior valor (2658,39+24,4 mgEAG.g!). As maiores
concentracdes de antocianinas e de carotenoides foram identificadas nos corantes de
vinagreira-roxa. Pela andlise de cor instrumental, em conformidade com os valores de
°Hue, infere-se que os corantes oriundos de amor-perfeito roxo e de capuchinha
vermelha expressam coloracdo vermelho-violeta. JA os corantes de amor-perfeito
purpura e amor-perfeito vermelho manifestam coloracéo azul-violeta. Os corantes de
capuchinha salméo e capuchinha laranja detém coloracao vermelho. Os corantes de
caléndula, capuchinha amarela e vinagreira-roxa exibem coloracdo laranja. E o
corante de capuchinha purpura exprime coloracéo violeta. Os corantes obtidos através
das flores de capuchinha laranja, amor-perfeito roxo, amor-perfeito vermelho e
vinagreira-roxa nao sofreram influéncia de nenhum dos fatores de estabilidade
avaliados, portanto, todos eles sdo considerados estaveis nas condicbes deste
estudo. Tanto a variagao de pH e temperatura quanto a interacdo entre esses fatores
influenciaram na estabilidade do corante de amor-perfeito purpura, deste modo, &
considerado instavel. Em virtude dos resultados apresentados, os corantes de
capuchinha laranja, vinagreira-roxa, amor-perfeito roxo e amor-perfeito vermelho séo
considerados promissores para uso como corante natural, pois se mostraram estaveis
nas condi¢des do estudo, expressaram altos valores de compostos fendlicos totais e
elevada atividade antioxidante. Estudos futuros sé&o requeridos para aplicacao desses



corantes em distintas matrizes alimentares, bem como quanto ao potencial nutricional
destes.

Palavras-chave: pigmentos naturais; flores alimenticias; atividade antioxidante;
aditivo alimentar.



ABSTRACT

Color is an attribute of paramount importance in the acceptance of products, especially
foodstuffs. Due to the possible damage that synthetic dyes can cause to human health,
there is a search for alternatives to these additives. The natural dyes are potential
substitutes for synthetic ones, because they are considered non-toxic and can also
provide beneficial effects due to their bioactive activities, such as antioxidants. The
present study aimed to prospect edible flowers with potential use as a natural dye. The
species Calendula officinalis L. (marigold), Tropaeolum majus L. (nasturtium), Hibiscus
acetosella Welw. ex hiern (purple vinegar) and the hybrid of Viola x wittrockiana Gams
(purple pansy, blue pansy and red pansy (all hybrids) were evaluated. The dyes
obtained from these flowers were analyzed for extract yield, content of total phenolic
compounds, antioxidant activity by DPPH method, determination of pigments
(carotenoids, anthocyanins, chlorophyll a and chlorophyll b), instrumental color
analysis in food matrix and stability of dyes. The stability data were submitted to
analysis of variance and test of means (F Test 5% probability). The others were
submitted to descriptive statistics and multivariate analysis. All dyes reached high
values of extract yield, especially red nasturtium (38%). The dyes evaluated showed
high antioxidant activity, with more than 70% of SRL, the ones from purple pansy,
salmon nasturtium and red nasturtium exhibited percentages of Free Radical
Sequestration (SRL) close to 90%. They also showed high values of total phenolic
compounds, with the dye from the purple pansy having the highest values
(2658.39+24.4 mgEAG.g-1). The highest concentrations of anthocyanins and
carotenoids were identified in the purple vinegar dyes. Through the instrumental color
analysis, in accordance with the °Hue values, it is inferred that the dyes from purple
pansy and red nasturtium express a red-violet color. Purple pansy and red pansy dyes
show a blue-violet color. Salmon nasturtium and orange nasturtium dyes have a red
color. The colorings of marigold, yellow nasturtium and purple vinegar exhibit orange
coloring. And the purple nasturtium dye expresses violet coloring. The dyes obtained
from orange nasturtium, purple pansy, red pansy and purple vinegar flowers were not
influenced by any of the stability factors evaluated, therefore, all of them are considered
stable under the conditions of this study. Both the pH and temperature variation and
the interaction between these factors influenced the stability of the purple pansy dye,
thus, it is considered unstable. Due to the results presented, the orange nasturtium,
purple vinegar, purple pansy and red pansy dyes are considered promising for use as
natural dyes, as they were stable under the conditions of the study, expressing high
values of total phenolic compounds. and high antioxidant activity. Future studies are
required for the application of these dyes in different food matrices, as well as for their
nutritional potential.

Keywords: natural pigments; food flowers; antioxidant activity; food additive.
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1 INTRODUCAO

A aceitacdo de um produto alimenticio pelo consumidor estd diretamente
relacionada ao aspecto visual. Além de importante atributo sensorial, os consumidores
usualmente relacionam a cor ao sabor, cheiro, seguranca e qualidade geral de um
produto (RAMESH; MUTHURAMAN, 2018). De acordo com Lermen e colaboradores
(2015), os seres humanos usam 87% da visdo para definir e aceitar o padrao de
qualidade de um produto alimenticio, portanto, o aspecto visual € um dos maiores
motivadores de compra (SAHOTA, 2013).

Entre alguns dos motivos de se adicionar cor a um produto estéo o intuito de
restituir sua aparéncia original, que pode ser afetada durante os estagios do
processamento, para intensificar a cor que usualmente € correlacionada a
determinados produtos e para proporcionar cor aos isentos de cor (CONSTANT et al.,
2002; SPENCE, 2015).

As industrias do segmento alimenticio utilizam, principalmente, os corantes
artificiais como aditivos de cor, pois 0s mesmos apresentam menor custo de producao
e maior estabilidade frente aos corantes naturais. Entretanto, de acordo com a
literatura cientifica, o uso prolongado destes aditivos pode causar danos a saude (EL-
WAHAB; MORAM, 2013). O uso de corantes artificiais € frequentemente questionado
pelas possiveis reagbes adversas aos consumidores. A carcinogenicidade e a
toxicidade atribuidas a estes corantes restringem seu uso e contribuem para o
aumento do interesse em pesquisas com corantes naturais com a finalidade de
substituir os corantes sintéticos (BOO et al., 2012).

Os corantes naturais ganharam interesse dos pesquisadores e do mercado
consumidor em virtude de sua seguranca, propriedades nutricionais e atividade
biolégica (RODRIGUEZ-AMAYA, 2016). O wuso desses corantes depende
principalmente da sua extracdo econ6mica a partir de fontes naturais. O que é um
entrave, haja vista que durante a extracado eles sdo passiveis de sofrerem oxidacao,
isomerizacao, fotooxidagdo ou formacdo de complexos metalicos. E fatores como
temperatura, luz e pH podem comprometer a estabilidade dos mesmos (FENNEMA,;
DAMODARAN; PARKIN, 2010).

Entre os beneficios atribuidos aos corantes naturais estdo propriedades
importantes como atividade antioxidante e antimicrobiana. Nesse contexto, surgem as

flores comestiveis com potencial fonte de corantes, dotadas de cores diversas e ricas
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em compostos bioativos. Caléndula (Calendula officinalis), capuchinha (Tropaeolum
majus), vinagreira-roxa (Hibiscus acetosella) e amor-perfeito (Viola x wittrockiana) sao
exemplares de flores comestiveis. Apresentam uso seguro quanto ao seu consumo,
sendo amplamente utilizadas em preparacdes culinarias como: doces, bolos, saladas,
sopas, vinagres, manteigas, bebidas (licores, ponches e vinhos), saladas de frutas,
carnes, cubos de gelo e corantes. Além do sabor agradavel, sédo ricas em flavonoides,
carotenoides, compostos fendlicos, vitaminas, minerais e compostos antioxidantes
(FERNANDES et al., 2016; HUANG et al., 2017).

Os antioxidantes possuem intima relagdo com a prevencgéo de envelhecimento
precoce e de doencas degenerativas associadas ao envelhecimento, como cancer,
doencas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e disfuncdes cerebrais.
A presenca destes compostos no corpo é de extrema importancia, visto que eles séo
0S responsaveis por controlar a atividade maléfica desempenhada pelos agentes
oxidantes. Diante disso, observa-se que é relevante que se tenha uma dieta rica em
compostos fendlicos e carotenoides, que podem ser encontrados nas flores
comestiveis e incorporados na alimentacdo por intermédio de seu processamento
como condimento (SOUSA et al., 2007; GONCALVES et al., 2012; SANTOS et al.,
2014; HUANG et al., 2017; PIRES et al., 2017).

No entanto, o grande desafio para as industrias em substituir os corantes
sintéticos pelos naturais ocorre devido a caréncia de estudos de prospeccao de fontes
alternativas e a instabilidade dos corantes naturais. Assim, 0 presente estudo visa
prospectar potenciais corantes alimenticios, oriundos de flores comestiveis, bem
como quantificar 0s compostos bioativos nos extratos, avaliar sua estabilidade quanto

a diferentes temperaturas e pH e sua atividade bioldgica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Corantes Alimenticios

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no Item
1.2 da Portaria n° 540, de 27 de outubro de 1997, os aditivos alimentares s&o
quaisquer ingredientes que incorporados aos alimentos durante o processo de
fabricacdo, embalagem, armazenagem, transporte ou manipulacédo, tém funcédo de
alterar suas caracteristicas biologicas, quimicas, fisicas e/ou sensoriais sem 0
proposito de nutrir (BRASIL, 1997).

Trata-se de uma classe de substancias fortemente complexas e heterogéneas,
deste modo, critérios como origem, estrutura quimica, funcdo, dentre outros
parametros sdo considerados para classifich-los. De acordo com sua funcdo,
categoriza-se tais substancias como: agentes conservantes, acidificantes,
emulsionantes, estabilizantes, espessantes, umidificantes, anti-umidificantes,
aromatizantes, edulcorantes e corantes (ARTIGAS-ARTIGAS et al., 2017,
RODRIGUES et al., 2017).

Os corantes ou aditivos coloridos sdo uma classe de aditivos alimentares que,
por definicdo, sdo substancias cujo objetivo € conferir, intensificar ou restaurar a cor
de um alimento, bebidas ou aplicacbes nao alimentares, como produtos
farmacéuticos, por exemplo, com o intuito de que este apresente caracteristicas
idénticas ou similares as de um produto natural (AMCHOVA et al., 2015).

Em conformidade com o artigo 8° do Regulamento (CE) n° 1333/2008 do
parlamento Europeu, os corantes inseridos propositalmente aos alimentos sao
substancias cujas finalidades sdo restituir a cor original afetada durante o
processamento, embalagem ou distribuicdo. Bem como garantir uniformidade da
coloracdo, intensifica-la ou protegé-la de efeitos degradantes da luz. Agir como
indicativo visual de qualidade, tornando o produto mais atrativo visualmente. Ou
simplesmente conferir cor a um produto alimenticio (HUTCHINGS, 1994).

Dentre os atributos sensoriais de um alimento ndo se pode preterir a cor, pois
o0 aspecto visual influencia diretamente na aceitacdo global de um determinado
alimento, tendo em vista que o primeiro contato do consumidor com o produto se da

através da visdo. A industria alimentar vale-se deste recurso sensorial para satisfazer


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224421000820#bib5
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as expectativas dos consumidores através da coloracdo dos alimentos, para que 0s
mesmos sejam visualmente agradaveis e atrativos (SOUZA, 2012).

Existem trés categorias de corantes permitidas pela legislacdo para uso em
alimentos, séo elas: os corantes naturais, 0s corantes artificiais e o corante caramelo.
Segundo o artigo 10 do Decreto n° 55.871, de 26 de margo de 1965 (BRASIL, 1965),
considera-se corante natural o pigmento ou corante inécuo extraido de substancia
vegetal ou animal. Ja o corante artificial € a substancia obtida por processo de sintese
(com composicao quimica definida). O corante caramelo € o produto obtido a partir de
acucares pelo aquecimento a temperatura superior ao seu ponto de fuséo e posterior
tratamento indicado pela tecnologia. Os corantes podem se apresentar de diversas
maneiras, na fase liquida, em forma de pd, pasta e suspensdo (HOUGHTON;
HENDRY, 2012).

2.1.1 Corantes Sintéticos

Os corantes sintéticos ou artificiais sdo uma classe de aditivo alimentar cuja
Unica funcéo é conferir cor, tornando bebidas e alimentos visualmente mais atrativos,
nao possuindo nenhum valor nutricional (MANISH et al., 2017).

O primeiro corante artificial foi sintetizado, acidentalmente, por William Henry
Perkin, no ano de 1865, e ficou conhecido como malva ou malveina. Tal descoberta
ocorreu enquanto o cientista estudava a oxidacdo da fenilamina com dicromato de
potassio (SHARMA et al., 2011).

Existe uma grande heterogeneidade de compostos com capacidade colorante,
o0 que faz com que a lista de corantes aceitdveis em cada pais seja variavel
(COULSON, 1980; QUEIJA, 2001; PRADO; GODQY, 2003). Nos Estados Unidos
permite-se 0 uso de sete corantes sintéticos em alimentos, ja a legislacdo da Uniédo
Europeia autoriza o uso de 16 destes aditivos de cor (ZAHRA et al., 2017).

Em reunido da Comissédo Nacional de Normas e Padrbes para Alimentos, do
Ministério da Saude, realizada em 1977, passou-se a estabelecer as condi¢gdes gerais
de elaboragéo, classificacdo, apresentacdo, designacdo, composicdo e fatores
essenciais de qualidade dos corantes empregados na producédo de alimentos e
bebidas no Brasil. Pela legislacao brasileira atual, permite-se o uso de 16 corantes
artificiais no pais, sédo eles: Amaranto (E-123), Eritrosina (E-127), Tartrazina (E-102),
Indigotina (E-132), Azul Brilhante FCF (E-133), Azorrubina (E-122), Verde Rapido FCF
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(E-143), Azul Patente V (E-131), Marrom HT (E-155), Ponceau 4R (E-124), Amarelo
Crepusculo (E-110), Vermelho 2G (E-128), Vermelho 40 (E-129), Amarelo de
quinoleina (E-104), Negro brilhante BN (E-151) e Litol rubina BK (E-180). Permite-se
também o0 uso dos seguintes corantes organicos sintéticos idénticos aos naturais:
Beta-caroteno e Caramelo II, Ill e IV (BRASIL, 2015). Ainda de acordo com a
legislacao brasileira, alimentos aos quais foram adicionados corantes artificiais devem
exibir em seu roétulo a indicagao de “colorido artificialmente”.

Os corantes artificiais possuem vantagens inegaveis, ja que a maioria
apresenta alta estabilidade a variagdes de luz, temperatura, pH e oxigénio, detém alta
uniformidade na cor conferida, alta capacidade colorante, possibilidade quase nula de
contaminagcao microbioldgica e custo de producédo relativamente baixo (EL-WAHAB;
MORAM, 2013).

Entretanto, ao longo dos ultimos anos, tem-se discutido sobre 0s riscos
toxicolégicos em decorréncia da ingestao frequente de aditivos alimentares colorantes
gue estao presentes na composicao de alimentos industrializados, pois 0 uso abusivo
dessas substancias pode trazer riscos a saude humana (ALBUQUERQUE et al.,
2017; JIMENEZ-GONZALEZ et al., 2018 ).

Em virtude dos possiveis danos a saude correlacionados a adicdo desses
corantes sintéticos aos alimentos h4, nos dias atuais, maior demanda do mercado
consumidor por alimentos naturais e mais saudaveis (CAROCHO et al.,
2015; LACHNO et al., 2019). O que faz com que a industria de alimentos busque
alternativas de aditivos cujo impacto a saude do consumidor seja infimo (PINELA et
al., 2019). Deste modo, realizam-se pesquisas com o intuito de identificar novas
matrizes para a elaboracdo de aditivos, que para além da coloracdo, propiciem
beneficios a salde através de suas propriedades bioativas, como, por exemplo, os
corantes naturais (VIEIRA et al., 2019).

2.1.2 Corantes Naturais

Na contemporaneidade os consumidores se mostram mais preocupados com
a seguranca dos corantes sintéticos, o que reforca a demanda por corantes naturais
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2016). Aliado a isso, hd uma crescente diminuicdo no nimero

de corantes sintéticos aprovados nos ultimos anos, o que culminou em maior atengao
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dos pesquisadores pela elaboracdo de corantes naturais, pois costumam ter maior
aceitacao internacional (BURROWS, 2009).

Denomina-se corante natural aguele que é obtido através de fontes naturais,
sejam elas vegetais, animais ou minerais, ou pela sintese de compostos cuja estrutura
quimica seja similar a natural (ESCUDERO-GILETE; ROMERO, 2017). Eles sdo
classificados com base em sua origem: vegetal, animal e mineral (JIHAD, 2014). O
acafrdo € um exemplo de corante natural de origem vegetal, moluscos, crustaceos e
insetos como a cochonilha séo fontes geradoras de corantes de origem animal, ocre
e argila que ndo recebam nenhum tratamento quimico produzem corantes naturais
minerais (KADOLPH, 2008; SINGH, 2015).

Além da classificagdo com base em sua origem, 0s corantes naturais podem
ainda ser divididos, essencialmente, em trés categorias, sendo tais categorias os
produtos primarios da agricultura, os residuos e subprodutos da agricultura e
silvicultura e os residuos das industrias de alimentos e bebidas (SHAHID et al., 2013).

No que diz respeito a estrutura quimica, os corantes naturais dividem-se em
trés categorias basicas: os compostos heterociclicos, com estrutura tetra-pirrélica, que
integram as clorofilas presentes em vegetais, o0 heme e as bilinas encontradas em
animais. Compostos de estrutura isoprenoide, caracterizados pelos carotenoides,
presentes em animais e especialmente em vegetais. E os compostos heterociclicos
contendo oxigénio - os flavonoides - que sao exclusivos dos vegetais. As betalainas e
0s taninos sdo outros dois grupos de corantes exclusivos do reino vegetal, com
diversos compostos de estruturas versateis (BOBBIO, 1992).

Stringheta (2007), comentou que 0s corantes naturais conquistariam éxito no
mercado alimenticio, pressupondo crescimento entre 5 e 10% anualmente para 0s
mesmos, contra crescimento entre 2 e 5% para os artificiais. Entretanto, existem
poucas informacgfes disponiveis sobre o mercado de colorantes naturais, mas uma
pesquisa realizada pela Grand View Research, Inc. estima que este mercado
movimente US$ 37,49 bilhdes até 2025 (GRAND VIEW RESEARCH, 2018).

Os corantes naturais mais amplamente comercializados e utilizados na
industria de alimentos s&o o extrato de urucum, carmim de cochonilha, curcumina e
as antocianinas (VELOSO, 2012). Com destaque para 0 urucum, poiS 0 mesmo
responde por cerca de 90% do consumo do mercado brasileiro e quase 70% do
mercado global (FABRI; TERAMOTO, 2015).
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Os vegetais sao as fontes mais importantes de corantes naturais, e exibem
ampla gama de cores, como vermelho, amarelo, azul, preto, marrom e uma
combinacdo destes. Quase todas as partes das plantas produzem corantes, seja a
raiz, casca, caule, folhas, frutas, madeira, sementes ou flores (SARAVANAN et al.,
2013; JIHAD, 2014). H& cerca de 500 espécies de plantas identificadas como
potencial fonte de corante (JIHAD, 2014) e estima-se que existam mais de 2000
pigmentos sintetizados por suas diversas partes, entretanto, somente cerca de 150
foram comercialmente explorados (IQBAL et al., 2008).

Dentre os corantes naturais conhecidos, as antocianinas destacam-se como
potencial substituta aos corantes vermelho e roxo (ROSA et al., 2019), enquanto os
carotenoides podem substituir corantes amarelo e laranja (RASCON et al., 2011) e as
clorofilas os de cor verde (PORRARUD; PRANEE, 2010).

O uso de corantes oriundos de fontes naturais € uma tendéncia atual em virtude
do receio dos consumidores em relagdo a seguranca dos corantes artificiais, que é
reforcado pelos potenciais beneficios que os corantes naturais oferecem (FONSECA-
SANTOS et al., 2015; RODRIGUEZ-AMAYA, 2016).

Para além da funcé@o primordial de refinar a qualidade visual dos produtos
alimenticios, os corantes oriundos de fontes naturais mostram-se mais seguros, livres
de efeitos colaterais e toxicos. Além disso tém forte correlagdo com propriedades
bioativas e funcionais que possuem efeitos benéficos a sautde humana (CAROCHO et
al., 2015). Entre as inumeras funcionalidades bioldgicas estdo a atividade antioxidante
e antimicrobiana, prevencdo de doencas cronicas nao transmissiveis (ESQUIAVEL,
2016; RODRIGUEZ-AMAYA, 2016), propriedades antifingicas, repelente de insetos,
desinfetante, dentre outras de interesse farmacologico (JIHAD, 2014), e propriedades
funcionais e nutracéuticas (LOPEZ et al., 2018).

Ademais, 0os corantes naturais sao considerados materiais ndo poluentes,
bioprodutos de fontes biodegradaveis substituiveis, sustentaveis e renovaveis, com
impacto ambiental minimo (JIHAD, 2014; CHANDAN et al., 2015; LOPEZ et al.,
2018; ROWLES Ill; ERDMAN, 2020).

Os corantes naturais tém ainda potencial para usos diversos além da industria
alimenticia. Podem ser empregados na industria de tingimento téxtil (PATIL et al.,
2016), de cosméticos (GUERRA et al., 2018), em células solares sensibilizadas com
corante (SINGH et al.,, 2021), na coloragdo histologica (ALSHAMAR et al., 2021),
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como indicador de pH (MISHRA et al., 2012), nas industrias de medicamentos, papel,
couro e tinta, e ainda na confeitaria (KRIZOVA, 2015).

Entre os principais entraves da producdo de corantes naturais esta a
dependéncia de matéria-prima e a variagdo dos pigmentos extraidos (MAPARI et al.,
2005). Somado a isso, a maioria dos pigmentos naturais conhecidos e explorados
apresentam alta sensibilidade a variacdo de temperatura e pH e estdo propensos a
danificacdo se expostos ao oxigénio, fontes de calor e luz (DELGADO-VARGAS et al.,
2000). A temperatura € um fator de grande influéncia sob a solubilidades destes
corantes, 0 que pode desencadear mudanca de coloracdo dos mesmos
(HOUGHTON; HENDRY, 2012; ESQUIAVEL, 2016).

2.2 Antocianinas

As antocianinas representam 0 maior e mais importante grupo de pigmentos
naturais hidrossoliveis (CAVALCANTI, SANTOS, MEIRELES, 2011), ocorrem
naturalmente nos vegetais, em partes como frutas, folhas, raizes e flores (SANTOS-
BUELGA et al., 2014) e sao responsaveis por conferir cores como vermelho, azul, roxo
e laranja as partes de plantas (BLEVE et al., 2008; WANG et al., 2017).

Quimicamente sdo classificadas como compostos fendlicos, fazem parte
especificamente da classe dos flavonoides e sdo largamente distribuidas no reino
vegetal (ESFANJANI; JAFARI, 2016). Sua unidade estrutural basica € o cation flavilico
2 - fenilcromenilio (HOU et al., 2004 ; JING; GIUSTI, 2010), substituido em posi¢cdes
especificas com aclUcares como glicose, galactose e ramnose (LIU et al., 2010).
Podem classificar-se em seis tipos de acordo com 0s grupos substituintes no anel B
do cétion flavilico, sdo eles a pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina,
petunidina e malvidina (HOLTON; CORNISH, 1995; RODRIGUEZ-AMAYA, 2019).

A estrutura quimica das antocianinas interfere em sua estabilidade e, por
conseguinte, em sua cor e reatividade, pela presenca de agucares, acucares acilados,
metoxil e grupos hidroxila. A medida que aumenta o grau de hidroxilag&o, produz-se
tons de azul, conquanto, quanto maior o grau de metoxilacdo, produz-se tons
vermelhos (VARGAS et al., 2013). Variagbes de pH, luz, temperatura e oxigénio sao
fatores que também interferem na estabilidade das antocianinas (MUHAMAD et al.,
2018; OTALORA et al., 2019).
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Além de disporem de cores atraentes, as antocianinas tém alta solubilidade em
adgua, o que possibilita sua insercdo em matrizes alimenticias de base aquosa,
tornando-as, portanto, potenciais candidatas a substituir corantes sintéticos
(ARROYO-MAYA; MCCLEMENTS, 2015). O uso de antocianinas ndo se limita a sua
aplicagcdo como corante, ela pode ser usada como aditivo em virtude de suas
propriedades antioxidantes e estabilidade sob condi¢cbes acidas (YOUSUF et al.,
2015; MUHAMAD et al., 2018).

Em virtude da presenca de antioxidantes as antocianinas podem atuar
prevenindo doencas cronico-degenerativas (YOUSUF et al.,, 2015), detém ainda
propriedades anti-inflamatdrias, anticancerigenas e antidiabéticas, o que as tornam
substancias com potenciais efeitos benéficos para a saude e de interesse para a
industria alimenticia (RODRIGUEZ-AMAYA, 2016).

A sensibilidade a mudanca de pH, luz e temperatura € o principal limitante para
0 uso desses pigmentos como substitutos aos corantes sintéticos alimenticios
(MUHAMAD et al., 2018; OTALORA et al., 2019).

Figura 1- Estrutura quimica de uma antocianianina (LIMA, 2007)

2.3 Carotenoides

Os carotenoides sdo um grupo de pigmentos lipossoluveis cuja coloragédo pode
variar entre amarelo, laranja e vermelho. Cerca de 850 substancias desta classe ja
foram identificadas até o momento (MAOKA, 2020). Podem ser definidos

guimicamente como substancias tetraterpénicas, formadas a partir de oito unidades
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de isopreno, o isopentenil pirofosfato e seu isbmero dimetilalil difosfato, com cinco
atomos de carbono cada um (GHARIBZAHEDI et al., 2013; BHATT; PATEL, 2020).

Ocorrem naturalmente e em grande quantidade nos vegetais, mas também
podem ser sintetizados por bactérias, fungos e algas ou acumulados em tecidos
animais em resultado da dieta desses (DIAS et al., 2018). Classificam-se em
carotenos e xantofilas. Os carotenos sao caracterizados pela presenca de uma cadeia
hidrocarbénica linear ou ciclizada em um ou nos dois terminais da molécula. Ja as
xantofilas englobam os derivados oxigenados dos carotenos (MEZZOMO,
FERREIRA, 2016), que s&o a [-criptoxantina, violaxantina e -citraurina
(RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008).

A composicdo dessas substancias difere qualitativa e quantitativamente em
funcdo da matriz alimentar. Via de regra, o B-caroteno e a luteina sao os carotenoides
mais recorrentes na vasta diversidade de alimentos existentes, estando presentes em
distintas concentragdes (BEMFEITO, 2020).

Sao pigmentos com alta sensibilidade a luz, ao calor e ao oxigénio, tais fatores
influenciam diretamente na estabilidade desses, pois estdo associados a reacdes de
oxidacdo (ARIMBOOR et al., 2015). Essas reacfes ocorrem em virtude da
caracteristica lipofilica destes pigmentos, que quando em contato com luz e altas
temperaturas tendem a se oxidar. O grau de oxidagao varia em funcao de fatores
como tipo e concentracdo do carotenoide, bem como da matriz alimentar (BEMFEITO,
2020). A degradacdo oxidativa € a causa predominante de vastas perdas dessa
substancia, especialmente durante o processamento e armazenamento de alimentos
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; ARIMBOOR et al., 2015).

A alta reatividade quimica aliada a existéncia de duplas ligac6es conjugadas
sdo caracteristicas que atribuem acdo antioxidante aos carotenoides, tornando-os
fortemente eficientes no combate aos radicais livres. Tais fatores caracterizam-nos
como moléculas bioativas que sédo elementos importantes na prevencao de diversas
doencas (BHATT; PATEL, 2020).

Por tratarem-se de substancias eficientes na neutralizacdo de radicais livres do
organismo humano, estudos recentes apontam que essa especificidade auxilia na
cura de determinados tipos de cancer e reducdo da formacdo de tumores em
pacientes com cancer (MERHAN, 2017; AZIZ et al., 2020; ARZI, 2020; LIM; WANG,
2020). Estudos apontam ainda que certos carotenoides colaboram para a reducao de
distarbios neurologicos e diabetes (MERHAN, 2017; AZIZ et al., 2020), protecéo
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contra infeccbes maculares (RAVIKUMAR et al., 2016), prevencdo de catarata e
degeneracdo macular (ARUNKUMAR et al., 2020), reducdo de doencas
cardiovasculares (DI PIETRO et al, 2020), prevencdo de doengas
neurodegenerativas (KOWSALYA et al., 2019; RZAJEW et al., 2020) e eficiéncia no
combate a bactérias patogénicas. Determinadas espécies destes microrganismos
sequer chegam a crescer na presenca de carotenoides (RAVIKUMAR et al., 2016).

Os carotenoides tém potencial de gerar produtos com propriedade antioxidante,
farmacéutica e nutracéutica (BODADE; BODADE, 2020), e sua demanda cresceu em
virtude de seu potencial uso como aditivo alimentar (corante alimentar), com valor
nutricional (MEZZOMO, FERREIRA, 2016).

Figura 2- Estrutura quimica de carotenoides (MERCADANTE, 2001)
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2.4 Clorofilasaeb

As clorofilas sdo os pigmentos mais abundantes do reino vegetal e também

estéo presentes em algas e cianobactérias. Sao pigmentos diretamente envolvidos no
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processo fotossintético e conferem cor verde as plantas. Elas apresentam um anel de
porfirina e integram uma classe de tetrapirrois, que sdo constituidos por quatro anéis
de pirrole com Magnésio no centro (ORMOND; FREEMAN, 2013). Estédo agrupadas
em cinco classes que diferem pelas suas estruturas quimicas e sdo nomeadas de
clorofila a, b, c, d e e. A clorofila a, de cor azul esverdeada, e a clorofila b, de cor verde
amarelada, sdo as mais comuns nos vegetais, e usualmente encontram-se juntas em
proporcéo de 3:1 (CORREA et al., 2019; ALBUQUERQUE et al., 2020).

As clorofilas sdo altamente instaveis na presenca de luz, oxigénio, calor e
variacdo de pH (BRITTON, 1983), condigcbes que causardo sua degradacéo
celeremente, com perda da cor verde em menos de 24 horas (MATILE;
HORTENSTEINER, 1999). Alta temperatura e pH acido sao fatores que influenciam
fortemente na estabilidade das clorofilas, com possibilidade de alteracéo da cor verde
para marrom (CORREA et al., 2019; ALBUQUERQUE et al., 2020).

As clorofilas oriundas de plantas vém sendo exploradas ao longo dos anos em
todo o mundo (DELGADO-PELAYO et al.,, 2014). E em virtude de seu potencial
pigmentante sdo empregadas h& tempos como corante natural (SHAHID et al., 2013).
Sao ainda benéficas ao corpo humano por disporem de atividade antioxidante e anti-
inflamatéria que auxiliam na prevencéo de doencas cronicas, a exemplo do cancer
(SUBRAMONIAM et al., 2012; MCQUISTAN et al., 2012; JOKOPRIYAMBODO et al.,
2014).

Todavia, em razéo de sua atuacdo como unidade captadora de luz no processo
fotossintético (SHIBGHATALLAH et al., 2013), a presenca de luz e calor excitam a
transferéncia de energia e aumentam a reatividade da clorofila, 0 que a torna muito
suscetivel a degradacdo. O processo de degradacdo das clorofilas € rapido e se
intensifica com a mudanca de seus compostos derivados que expressam sua cor
verde. As etapas de armazenamento e/ou processamento pos-colheita de produtos
vegetais podem ocasionar perdas significativas de clorofilas por degradacao
(DISSANAYAKE et al., 2012; SHI et al., 2016).
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Figura 3- Estrutura quimica das clorofilas a e b (STREIT, 2005)

2.5 Flores Comestiveis

Os habitos alimentares humanos estdo se modificando ao redor de todo o
mundo. Cada vez mais a populacdo tem se conscientizado e buscado uma
alimentacdo mais saudavel. Diversos estudiosos salientaram que as flores
comestiveis estdo entre os alimentos com boa qualidade nutricional (REZENDE et al.,
2019). Rop e Micek (2012), afirmam que em inimeros paises essas flores sdo usadas
pelo seu valor nutricional e medicinal, pelo sabor, forma e aparéncia estética.

Somado ao seu valor nutricional e conteado mineral, as flores comestiveis
podem trazer beneficios a saude por conterem diversos compostos bioativos com
atividade antioxidante (PINAKIN et al.,, 2020). Tais compostos apresentam
propriedades anti-inflamatérias e neuroprotetoras (LU et al., 2016), bem como
atividade anti-hiperglicémica e anticolinérgica (NOWICKA; WOJDYLO, 2019),
protecdo contra efeitos oxidativos no eritrocito (YANG et al., 2019) e até mesmo na
atividade anticancer (NGUYEN et al., 2019).

Além do uso como ingrediente em preparacdes culinarias, as flores comestiveis
estdo sendo estudadas com o intuito de serem aplicadas como possiveis fontes para
a producéo de aditivos alimentares (PRATA et al., 2017; PINELA et al., 2019), pois
sao também dotadas de bioatividade e séo fonte de pigmentos naturais, o que faz com

gue possuam potencial de coloragéo.
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996919307549?casa_token=9VeoVQFqy4UAAAAA:poQhbhVR59NMhBIpEbIeWDvH7zvfBronWbhU5EeQWjAJc_ANayz1heRvsmU_TaaL6zrWZg_K3SE#b0760
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996919307549?casa_token=9VeoVQFqy4UAAAAA:poQhbhVR59NMhBIpEbIeWDvH7zvfBronWbhU5EeQWjAJc_ANayz1heRvsmU_TaaL6zrWZg_K3SE#b0495
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224421000820#bib115
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De acordo com Netam (2021), caléndula, capuchinha e amor-perfeito estado

entre as flores comestiveis mais populares.

2.5.1 Caléndula

Calendula officinalis é espécie pertencente a familia Asteraceae, trata-se de
uma planta herbdcea anual nativa da regido Mediterranea (BLUMENTHAL et al.,
2000). Possui inflorescéncia em capitulos, que podem ser simples ou dobrados, com
uma gama de cores de creme a amarelo e laranja, que podem ter o centro marrom
escuro ou acompanhando a cor das ligulas (ARORA et al., 2013).

A cor das pétalas, laranja e amarela, sdo em virtude, principalmente, da
presenca de pigmentos carotenoides que a depender da quantidade e composicao do
pigmento tém sua tonalidade modificada (TANAKA et al., 2008; ZHU et al., 2010;
FERNANDEZ-GARCIA et al., 2012).

Os carotenoides estdo entre os muitos compostos bioativos descritos para
Calendula officinalis (KISHIMOTO et al., 2005), que contém também flavonoides
(DINDA et al.,, 2016), acidos fendlicos, saponinas e terpenoides (KHALID;
SILVA, 2012). O que faz com que essa espécie manifeste atividade antibacteriana e
antioxidante (EFSTRATIOU etal., 2012; PARENTE et al., 2012) e seja empregada em
preparacdes topicas como agente cicatrizante e anti-inflamatério, além de auxiliar no
tratamento de dermatites e queimaduras - incluindo queimaduras solares (ARORA et
al., 2013).

A espécie esta listada na German Commission E, European Scientific Co-
operative on Phytotherapy, British Herbal Pharmacopoeia, monografias da
Organizacdo Mundial da Saude para cicatrizacao de feridas e acdes anti-inflamatorias
(KHARE, 2007).

Em virtude da cor dourada de suas flores, a caléndula é utilizada para conferir
cor em alternativa ao agafrdo no comércio de especiarias (ZAMAN, 2003). Podem ser
usadas como alimento, condimento, sob forma de cha, preparagbes cosméticas e
como corante (CHAKRABORTHY, 2010).

2.5.2 Amor-perfeito


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ptr.5678#ptr5678-bib-0021
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ptr.5678#ptr5678-bib-0015
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ptr.5678#ptr5678-bib-0029
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A Viola x wittrockiana Gams. é uma planta da familia Violaceae que possui
origem hibrida complexa, sendo resultante da combinacdo de, pelo menos, trés
espécies: Viola tricolor, Viola altaica e Viola lutea (VUKICS et al., 2008). Suas pétalas
podem ser de diversas cores e até mesmo com duas ou trés cores na mesma flor. E
listada entre as flores comestiveis mais populares (LIM, 2014), com botdes florais e
flores inteiras comestiveis que possuem sabor suave e levemente refrescante e que
sdo adicionadas a uma grande variedade de pratos culinarios (TANG et al., 2010).

A cor das flores de amor-perfeito relaciona-se com presenca de pigmentos.
Predominantemente os tons amarelos devem-se a presenca de carotenoides, com
destaque para as xantofilas. Ao passo que as antocianinas sédo as responsaveis por
atribuir as cores vermelha, azul e roxa para a maioria das pétalas (PARK et al., 2015).

A presenca de substancias como compostos fendlicos e carotenoides nesta
espécie confere-lhe diversas atividades biolégicas (ROP et al., 2012 ; SKOWYRA et
al., 2014), que lhe atribuem propriedades terapéuticas, como laxante, depurativa,
expectorante, anti-inflamatoria, diurética e antioxidante (TANG et al., 2010). E seu
intenso potencial antioxidante faz com que seja prospectada para uso como produto
alimenticio funcional (VUKICS et al., 2008).

2.5.3 Capuchinha

Tropaeolum majus L., popularmente conhecida no Brasil como capuchinha,
chaguinha e nastarcio, é uma planta anual de rapido crescimento que pertence a
familia Tropaeolaceae (LORENZI; MATOS, 2002). E nativa da regido que compreende
desde o Peru até o México e tem potencial para crescer em diversas partes do mundo
em virtude de sua rusticidade e adaptabilidade (PANIZZA, 1997). E uma planta
herbacea de caule macio e tortuoso e folhas arredondadas, cujas flores exibem corola
pentamera, com coloracdo que varia do amarelo ao vermelho escuro (SILVA et al.,
2009).

Estudos realizados com a espécie relataram a presenca de antocianinas
(GARZON; WROLSTA, 2009), carotenoides (BAZYLKO et al., 2013) e flavonoides
(BAZYLKO et al., 2014). Esses compostos conferem diversas atividades biol6gicas a

capuchinha, entre elas, acdo diurética, antioxidante, anti-hipertensiva e anti-


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1750-3841.14482?casa_token=8n_mkJRBeZsAAAAA%3As3AkBUyqQOCPBx3uBuyqhXfseNQ65d3mwgGfAXqCvSpoTjHEan92SBh6CczX2z83zYdpuoWw5LOJiMLD#jfds14482-bib-0019
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1750-3841.14482?casa_token=8n_mkJRBeZsAAAAA%3As3AkBUyqQOCPBx3uBuyqhXfseNQ65d3mwgGfAXqCvSpoTjHEan92SBh6CczX2z83zYdpuoWw5LOJiMLD#jfds14482-bib-0023
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1750-3841.14482?casa_token=8n_mkJRBeZsAAAAA%3As3AkBUyqQOCPBx3uBuyqhXfseNQ65d3mwgGfAXqCvSpoTjHEan92SBh6CczX2z83zYdpuoWw5LOJiMLD#jfds14482-bib-0026
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1750-3841.14482?casa_token=8n_mkJRBeZsAAAAA%3As3AkBUyqQOCPBx3uBuyqhXfseNQ65d3mwgGfAXqCvSpoTjHEan92SBh6CczX2z83zYdpuoWw5LOJiMLD#jfds14482-bib-0032
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inflamatoria (ROGERIO et al., 2007; GASPAROTTO et al., 2011; BRONDANI et al.,
2016).

A T. majus tem aroma agradavel e sabor picante, com caracteristicas
organolépticas similares ao agrido. Em funcéo de seu consideravel valor nutricional,
especialmente altos teores de enxofre, as folhas, botdes florais e flores de T. majus
sao utilizados na culinaria (BOWN, 1995; PANIZZA, 1997; BOORHEM, 1999; VAZ,
JORGE, 2006).

2.5.4 Vinagreira-roxa

O Hibiscus acetosella tem sua origem na Africa (SSEGAWA; KASENENE,
2007) e pertence a familia Malvaceae (MAHR, 2008). No Brasil é popularmente
chamada de vinagreira-roxa, groselheira ou quiabo-roxo (SAKHANOKHO; KELLEY,
2009). E um subarbusto perene e a planta inteira tem cor roxa avermelhada (WONG
et al., 2010).

Thungmungmee e colaboradores (2019a), relatam que extratos de flores de H.
acetosella apresentam conteudo fendlico, como antocianinas e flavondis, o que é
confirmado por estudos de Wang et al. (2014), Zhen et al. (2016), e Ryu et al. (2017).
Estudos preliminares constataram que a presenca dessas substancias confere
atividades bioldgicas e potencial antioxidante as flores dessa espécie (WONG et al.,
2010; TSUMBU et al., 2012; BRAIN; JOHN, 2014). Esse potencial antioxidante previne
doencas neurodegenerativas, doencas cardiovasculares, cancer e diabetes
(THUNGMUNGMEE et al., 2019b). Atividade antimutagénica foi encontrada nesta
espécie por Vilela e colaboradores (2018).

Tanto as flores quanto as folhas de H. acetosella sdo usadas como corantes e
na medicina tradicional, em virtude de atividade antioxidante e antibacteriana (WONG
et al., 2009; WONG et al., 2010). O que sugere que podem servir como fonte de
compostos bioativos e agente de coloracao natural (THUNGMUNGMEE et al., 2019b).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Conducao do experimento em campo

3.1.1 Local do estudo

O experimento foi desenvolvido na Area Experimental do Departamento de
Producdo Vegetal — Setor Horticultura da Faculdade de Ciéncias Agron6micas da
Universidade Estadual Paulista Jalio de Mesquita Filho, Campus de Botucatu.
Segundo Koppen-Geiger (1948), o clima de Botucatu é classificado como Cwb,
mesotérmico de inverno seco, com temperatura média anual de 19,4° C e precipitacao
pluviométrica média anual de 1314 mm (CUNHA; MARTINS, 2018).

3.1.2 Espécies

Para realizar a prospeccao de corantes naturais oriundos de flores comestiveis
as espécies investigadas no presente trabalho foram: caléndula (Calendula officinalis
L.), capuchinha (Tropaeolum majus L.), amor-perfeito roxo, amor-perfeito purpura e
amor-perfeito vermelho (todos hibridos Viola x wittrockiana Gams.) e vinagreira-roxa
(Hibiscus acetosella Welw. ex hiern). Todas foram cultivadas sob o sistema organico

de cultivo para obtenc&o da matéria-prima (flores) para o estudo.

3.1.3 Producao de mudas

As espécies estudadas foram propagadas por sementes obtidas
comercialmente. A semeadura foi realizada em bandejas de polipropileno de 128
células, preenchidas com o substrato comercial Carolina Soil® e mantidas em casa
de vegetacdo com irrigagdo intermitente até o transplantio.

A semeadura de todas as espécies ocorreu no dia 07/08/2019. Para a
caléndula semeou-se duas sementes por célula e para os amores-perfeitos, semeou-
se de 3 a 5 sementes. O desbaste foi realizado 15 dias apdés a semeadura, no qual

deixou-se apenas a plantula mais vigorosa em cada célula. Para a capuchinha e
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vinagreira semeou-se apenas uma semente por célula, portanto sem necessidade de

desbaste.

3.1.4 Tratos culturais

As espécies foram cultivadas sob as normas e diretrizes para Producédo
Organica Vegetal, em acordo com o regulamentado pela Lei N° 10.831, de 23 de
dezembro de 2003 e o Regulamento Técnico da Instrucdo Normativa 46, de
06/10/2011, complementada pela IN 17, de 18/06/2014.

Os atributos quimicos do solo da &rea experimental estdo apresentados na
tabela 1.

Tabela 1 - Atributos quimicos do solo da area experimental

pH M.O. Presina APF* H+Al Na K Ca Mg SB CTC V% S B Cu Fe Mn Zn
CaClz g/dm® mg/dm® —————— mmol/dm3-————- mg/dm3-—-—-

50 17 6 2 24 - 04 10 5 15 39 38 1 028 34 29 72 16

Fonte: Departamento de solos e recursos ambientais da FCA/Unesp

Através da interpretacdo dos resultados da analise de solo, ficou evidente a
necessidade de corre¢ao do solo que foi realizada elevando a saturacéo por bases a
70%. Para isto incorporou-se calcario dolomitico ao solo da area experimental 50 dias
antes do transplantio.

Para melhor condicionamento do solo aplicou-se 1 kg m? de composto

organico produzido na propria Universidade e cujas caracteristicas estdo descritas na

tabela 2.
Tabela 2 - Composicéo quimica do composto organico
N P20s K20 Umidade M.O. Cc.0. Rel. C/N pH
------------------- % (ao natural) ------------------- seco ao natural
0,76 0,34 0,42 25 53 39 38/1 6,2

Fonte: Departamento de solos e recursos ambientais da FCA/Unesp
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Para fornecer foésforo ao solo foi adicionado 17 g m2 de P20s que foram
fornecidos através do fertilizante orgéanico fosfatado Yoorin. A torta de mamona foi
adicionada para fornecer nitrogénio ao solo, sendo aplicado 1 kg m-? deste fertilizante
organico no solo. Para fornecer nutrientes durante o ciclo de cultivo, 200 g m? de
Bokashi foram aplicados em cobertura na area experimental.

O cultivo foi conduzido em canteiros, em area equivalente a 70m2, com 10m?
para cada espécie mencionada. O espacamento entre plantas adotado foi de
0,25x0,25cm para caléndula, 0,30x0,30cm para amor-perfeito, 0,30x0,20cm para
capuchinha e 0,50x0,50cm para vinagreira-roxa.

O transplante das mudas para os canteiros da area experimental foi no dia 21
de setembro de 2019. A irrigacdo foi localizada através do método de gotejamento,
utilizando fita gotejadora de vazéo de 1,1L h'. A irrigacéo foi de 1h no inicio da manha
e 1 hora ao fim da tarde. Realizou-se capina manual na area experimental, sempre
que necessario, para o controle de plantas espontaneas.

A colheita das flores foi realizada trés vezes por semana, respeitando a
presenca da fenofase floracdo de cada espécie. Apds cada colheita de flores
realizava-se a contagem das mesmas, bem como afericdo do peso fresco utilizando
balanca analitica de 0,01g de precisdo. Posteriormente as flores eram levadas para
secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a 40°C até obter valor de massa seca

constante aferida em balanca semi-analitica.

3.2 Anédlises laboratoriais

3.2.1 Obtencao do Corante

Para chegar ao produto final a ser analisado - o0 corante natural - as amostras
de flores foram submetidas a maceracéo estética a frio em solucdo hidro alcodlica
(Etanol 70%), em triplice extracdo por 72 horas (SCHIOZER; BARATA, 2007). Em
cada extracao foram utilizados 200mL de etanol 70% (o0 que equivalente a cerca de
trés vezes o volume de flores secas utilizadas), totalizando, portanto, 600mL ao fim
da triplice extracdo. Logo em seguida, foi concentrado em evaporador rotativo
(Heidolph Hei-VAP), sob presséao reduzida (-760 mmHg), a 40 = 0,5 °C até obter um

volume final correspondente a, aproximadamente, 20% do volume inicial
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(CONSTANT, 2003). Este por sua vez, foi submetido a secagem em estufa de
circulacao forcada de ar a 60°C, obtendo-se assim, o produto final: o corante natural.
Foram obtidos 10 corantes naturais: caléndula, vinagreira-roxa, amor-perfeito
vermelho, amor-perfeito roxo, amor-perfeito purpura. As sementes de capuchinha séo
sortidas, portanto, resultam em flores de diversas cores, deste modo, as mesmas
foram separadas por cores para extragdo dos corantes, o que resultou em: capuchinha
vermelha, capuchinha purpura, capuchinha laranja, capuchinha amarela e capuchinha
salmao.

Utilizou-se o etanol para extracao pois 0 uso de solventes deve ser compativel
com o emprego do produto final. Conforme a Resolucdo CNNPA n° 44 (BRASIL,
1977), o etanol esta entre os solventes autorizados para uso na elaboracdo e
processamento de corantes alimenticios. Ademais, o etanol € facilmente obtido no
Brasil, tem baixo custo, baixa toxicidade e ainda apresenta propriedades bactericidas
(PRENTICE-HERNANDEZ et al., 1992). O que € desejavel, haja vista que os corantes
serdo adicionados a produtos alimenticios.

Posterior a isso, as caracteristicas foram analisadas quanto ao rendimento do
extrato (Re), que foi calculado dividindo-se o peso do extrato obtido (Pext) pelo peso
das flores secas utilizadas para produzir os corantes (Pflores) multiplicado por 100 (Re
= (Pext /Pflores) x 100). Também foram analisadas quanto ao teor de compostos
fendlicos totais, atividade antioxidante pelo método DPPH, determinacdo de
pigmentos (antocianinas, carotenoides, clorofilas a e b), cor instrumental e

estabilidade de cada um dos corantes obtidos.

3.2.2 Determinacédo do Teor de Compostos Fendlicos Totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi realizada pelo método de
Folin-Ciocalteau descrito por Singlenton et al. (1999), com adaptacdes. Foram
pesados, ja em tubo falcon, 0,25 g de cada um dos corantes anteriormente citados,
aos guais, em seguida adicionou-se 10 mL de metanol a 80%. A mistura foi levada ao
banho ultrassénico por 1 hora e posteriormente a centrifuga por 30 minutos. Retirou-
se 0 sobrenadante. 0,5mL do extrato foi transferido para tubo de ensaio, ao qual
adicionou-se 9,5 mL de metanol a 80%. Acrescentou-se 2,5 mL da solucdo de Folin-
Ciocalteau 10% e procedeu-se a agitacdo, com posterior repouso de 5 minutos. Apos

esse tempo foi acrescentado 2 mL de solucdo de carbonato de sédio a 2% e agitou-
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se novamente. Apos esse procedimento as amostras ficaram em repouso no escuro
por duas horas.

Realizou-se a leitura utilizando o espectrofotdmetro no comprimento de onda
de 740 nm e todas as leituras foram realizadas em triplicata. A determinacdo da
concentracdo dos compostos fendlicos totais foi obtida pela plotagem das
absorbancias das amostras na equacao da curva de calibracdo confeccionada
utilizando como padréo sintético o acido galico nas concentracées de 0,05 a 0,8
mg.mL. Os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de acido galico

por grama de extrato (NgEAG.g™).

3.2.3 Atividade Antioxidante pelo método DPPH

Para determinagdo da atividade antioxidante pelo método DPPH utilizou-se
adaptacao da metodologia de Brand-Williams et al. (1995). Foram pesados, ja em tubo
falcon, 0,25 g de cada um dos corantes, aos quais, em seguida adicionou-se 10 mL
de metanol a 80%. A mistura foi levada ao banho ultrassénico por 1 hora e
posteriormente a centrifuga por 30 minutos. Retirou-se o sobrenadante. 0,2 mL do
extrato foi transferido para tubo de ensaio aos quais adicionou-se 3,8 mL do radical
DPPH com posterior homogeneizacdo das amostras. Realizou-se leitura de
absorbéancia no espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 517 nm. Todas as
leituras foram realizadas em triplicata.

A capacidade de sequestrar o radical livre foi calculada e expressa como % de
inibicdo de oxidag&o, conforme a equacao 1:

% inibigio DPPH = 2% D”j:;‘[‘ffé;m"“m) x 100

3.2.4 Determinacao de Pigmentos (Carotenoides, Antocianinas, Clorofila a e Clorofila
b)

A determinacao do teor de pigmentos foi feita segundo a metodologia de Sims
e Gamon (2002), a partir de 0,05g de extrato de cada uma das espécies adicionados

de 3 mL de acetona tamponada Tris-HCI, homogeneizados e centrifugados por 5
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minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi retirado com auxilio de uma pipeta e a leitura
da absorbancia realizada em espectrofotdmetro a 663 nm para clorofila a, 647 nm
para clorofila b, 537 nm para antocianinas e 470 nm para carotenoides. Os resultados

foram expressos em mg/100g.

Clorofila a= 0,01373 Asez — 0,000897 Asz7 — 0,003046 Ae4s7
Clorofila b= 0,02405 Asa7 — 0,004305 As37 — 0,005507 Aes3
Antocianina= 0,08173 Asz7 — 0,00697 Asa7— 0,002228 Ass3

(A470—(17,1x(Clorofila a+Clorofila b)—9,479xAntocianina))
119,26

Carotenoides =

3.2.5 Estabilidade dos Corantes

Os testes de estabilidade dos corantes foram realizados em diferentes
condi¢cbes de pH (3,0; 4,5 e 6,0), submetidas a diferentes temperaturas (25, 50 e
80°C), todos os corantes, em cada um dos valores de pH permaneceu nas
temperaturas ja citadas pelo periodo de 30 minutos. A concentracao utilizada foi de
0,1% [0,01g de corante/10mL de solucéo de diferentes pH (m/v)]. O acido citrico foi
utilizado para conferir os diferentes valores de pH (3,0; 4,5 e 6,0) as solucdes
utilizadas no teste de estabilidade. Foi utilizada agua deionizada para a preparagao
das solucdes, a mesma exibia valor de pH 6. Para chegar aos valores de pH 4,5 e pH
3 utilizou-se o acido citrico, o mesmo foi gotejado lentamente, de forma que houvesse
abaixamento gradual do pH até obtencéo dos valores pretendidos.

A estabilidade dos corantes foi avaliada pela variagdo da medida da
absorbancia relativa das amostras apos as mesmas serem submetidas aos diferentes
valores de pH e temperatura. As leituras foram realizadas nos seguintes
comprimentos de onda: 700nm para amor-perfeito-roxo, amor-perfeito-parpura, amor-
perfeito-vermelho, capuchinha-purpura e vinagreira-roxa. 560nm para caléndula,
capuchinha-amarela, capuchinha-vermelha, capuchinha-salméo e capuchinha-
laranja.

Esta andlise foi realizada individualmente para cada corante, e foi adotado o
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x3, contendo 3

repeticoes, totalizando 27 parcelas experimentais por corante.
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N&o existe valor de referéncia para a estabilidade, utilizou-se para esta analise
a estatistica paramétrica (analise de variancia e teste F) para verificar se ha ou nao
significancia. A significancia ndo fornece um valor absoluto, mas sim um contraste
entre as médias, revelando se o contraste foi diferente ou igual a zero. Quando o
contraste é igual a zero significa que ndo ha diferenca a 5% de significancia e,
portanto, o corante é estavel, utilizando-se a sigla NS (ndo significativo). J& quando o
contraste é diferente de zero, significa que houve diferenca estatistica a 5% de
significancia e, portanto, o corante € instavel, utilizando-se o asterisco (*) para indicar

a diferenca estatistica.

3.2.6 Analise da Cor Instrumental em matriz alimenticia

A analise de cor instrumental foi realizada nos corantes aplicados na matriz
alimentar gelatina incolor, em que se utilizou 1g de corante em 60mL de gelatina. A
mesma foi preparada utilizando agua deionizada com pH 6. A analise foi realizada
guando as amostras atingiram a consisténcia caracteristica de gelatina.

Utilizou-se o colorimetro da marca Konica Minolta (Chroma meter, CR 400/410)
com determinacao dos valores de L*, a* e b*, em que L*, expresso em porcentagem,
indica valores de luminosidade (0 % = negro e 100 % = branco), a* indica a variagao
de cor do verde (-) até o vermelho (+) e o b* indica a variacdo de cor do azul (-) até o
amarelo (+) (MINOLTA, 1998).

O angulo Hue é o valor em graus correspondente ao diagrama tridimensional
de cores 0° (vermelho), 90° (amarelo) e 270° (azul). O °Hue possui variacdo de: 0 a
18° para a coloracao vermelho-violeta, 19 a 54° para a coloracédo vermelho, 55 a 90°
para a coloracdo laranja, 91 a 126° para a coloracdo amarelo, 127 a 162° para
amarelo-verde, 163 a 198° para a coloracéo verde, 199 a 234° para azul-verde, 235 a
270° para azul, 271 a 306° para azul-violeta e 307 a 342° para violeta, 343 a 360°
vermelho-violeta, perfazendo 360°. C* é representado pelo Croma que define a
intensidade da cor (Figura 2). Os valores numéricos de a* e b* foram convertidos em
angulo Hue e no Croma:
°Hue = tan-1 (b*/a*)

C*= Raiz ((a*)2 + (b*)2)
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Figura 4- Diagrama de cromaticidade e parte do diagrama de cromaticidade a*,
b*

(Amarelo)
+b* 90

Tonalidade

Tonalidade

180°
(Verde)
-a*

4
— +a*(Vermelho)

3.2.7 Andlise de dados

Ao final do experimento os dados de estabilidade foram submetidos a analise
de variancia e teste de médias (Teste F a 5% de probabilidade). Os demais referentes
a caracterizacdo dos compostos bioativos e cor instrumental, por espécie, foram

submetidos a estatistica descritiva e anéalise multivariada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 3 apresenta os valores de rendimento de cada um dos corantes
analisados. O rendimento dos corantes naturais foi, em ordem crescente, de flores de
vinagreira-roxa, capuchinha-amarela, caléndula, capuchinha-laranja, capuchinha-
parpura, amor-perfeito-vermelho, amor-perfeito-purpura, capuchinha-salméao, amor-

perfeito-roxo e capuchinha-vermelha.

Tabela 3 - Rendimento de extrato de corantes naturais oriundos de flores

comestiveis cultivadas em Botucatu-SP, 2021

Espécie Rendimento do extrato (%)
Vinagreira-roxa 19,28%
Capuchinha-amarela 21,00%
Caléndula 21,71%
Capuchinha-laranja 21,81%
Capuchinha-puarpura 26,80%
Amor-perfeito-vermelho 27,63%
Amor-perfeito-purpura 35,60%
Capuchinha-salméao 35,80%
Amor-perfeito-roxo 36,07%
Capuchinha-vermelha 38,00%

Quando comparamos os resultados deste estudo com outros estudos de
extracdo etandlica de extratos vegetais, fica evidente o alto rendimentos dos extratos
de flores comestiveis. Brito e Silva (2022) encontram valores de 9,5% de rendimento
para extratos etandlicos de folhas de chicodria, 18,54% para folhas de coentro e 6,92%
para folhas de jambu. Oliveira e colaboradores (2022) relataram rendimento de 9,08%
para o extrato etandlico de folhas de Syzygium cumini.

O calculo do rendimento de extratos é importante para estimar a quantidade
necessaria de matéria seca para alcancar determinada quantidade de corante. E se o
custo beneficio do cultivo de flores para fins de extracdo de corantes é positivo. O
rendimento de extratos é influenciado por diversos fatores, tais como a matriz vegetal
e 0 solvente utilizado, bem como a técnica, o tempo e a temperatura de extracao.
(Andreo et al., 2006; Franzen et al., 2018).

Os valores de luminosidade (L*), Croma (Cr) e °HUE dos corantes oriundos de

flores comestiveis estdo apresentados na tabela 4.
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Tabela 4 - Luminosidade (L*), Croma (Cr) e ° Hue de corantes naturais oriundos
de flores comestiveis cultivadas em Botucatu-SP, 2021

Espécie L* Cr °Hue
Amor-perfeito-roxo 33,53 1,15 343,83
Amor-perfeito-parpura 29,46 1,33 293,87
Amor-perfeito-vermelho 29,24 1,61 301,85
Capuchinha-puarpura 29,93 0,89 326,58
Capuchinha-amarela 37,14 11,71 87,41
Capuchinha-vermelha 30,31 1,82 354,29
Capuchinha-salméo 31,81 5,33 44,71
Capuchinha-laranja 31,43 3,12 29,25
Caléndula 37,93 14,21 76,26
Vinagreira-roxa 22,62 4,82 61,75

O valor da luminosidade (L*) é expresso em porcentagem e indica a variacao
de luminosidade das amostras, sendo que 0% assinala coloragéo escura e/ou opaca
e 100% simboliza coloracdo branca ou de méaxima luminosidade (MINOLTA, 1998;
MORAIS et al., 2002).

Percebe-se, portanto, através da observacdo dos dados da tabela 4 que os
valores de luminosidade dos corantes estdo préximos, dentro de um intervalo
pequeno, sendo que o oriundo da caléndula (37,93) € o que exibe valores mais altos
de luminosidade, enquanto os de vinagreira-roxa (22,62) exibe os menores.

A cromaticidade (Cr) representa a intensidade da cor e varia de cores impuras
a puras, em que as cores impuras assumem valores mais baixos, e as puras 0S
valores mais altos (MORAIS et al., 2002). Percebe-se que os resultados foram baixos
e sem grande variagdo para todos os corantes. O corante de caléndula (14,21)
apresentou o maior valor de cromaticidade, enquanto o de capuchinha-purpura (0,89)
apresentou 0 menor.

Em conformidade com os valores de °Hue verificados neste estudo, evidencia-
se que os corantes oriundos de amor-perfeito-roxo e de capuchinha vermelha
expressam coloragdo vermelho-violeta (entre 343° e 360°). Ja os corantes de amor-
perfeito-purpura e amor-perfeito-vermelho manifestam coloragdo azul-violeta (entre
271° e 306°). Os corantes de capuchinha-salmédo e capuchinha-laranja detém
coloracéo vermelho (entre 19° e 54°). Os corantes de caléndula, capuchinha amarela

e vinagreira-roxa exibem coloracao laranja (entre 55° e 90°). E o corante de



43

capuchinha-purpura exprime coloracao violeta (entre 307° e 342°) (MORAIS et al.,
2002).

A tabela 5 apresenta os valores dos pigmentos clorofila a, clorofila b,
antocianinas e carotenoides presentes nos corantes naturais extraidos de flores

comestiveis.

Tabela 5 - Pigmentos de corantes naturais oriundos de flores comestiveis

cultivadas em Botucatu-SP, 2021

Clorofila a Clorofilab  Antocianinas Carotenoides

Espécie (ug.100g™%) (4.100gh) (4g.100g™") (ug.100g™%)
Amor-perfeito purpura 15,97 6,40 147,39 25,36
Amor-perfeito vermelho 20,73 4,48 126,74 23,22
Amor-perfeito roxo 3,05 42,22 110,62 16,12
Capuchinha-laranja 8,37 -1,54 51,31 37,45
Capuchinha-puarpura 5,57 4,90 53,94 23,62
Capuchinha-amarela 6,39 -0,77 22,75 34,84
Capuchinha-vermelha 1,80 -2,33 61,22 17,58
Capuchinha-salméao 2,17 -0,81 35,45 27,20
Caléndula 0,56 -0,96 23,21 35,66
Vinagreira-roxa 4,88 8,20 250,16 44,81

Quando se trata do pigmento clorofila a, observa-se grande variacao entre os
corantes. Os corantes produzidos a partir de flores de amor-perfeito-vermelho e amor-
perfeito-parpura exibiram maiores valores deste pigmento, em contrapartida, os
menores valores de clorofila a foram obtidos do corante de flores de caléndula, sendo
0 Unico com valores abaixo de 1 ug.100g=. O corante de amor-perfeito-roxo exibiu os
maiores valores de clorofila b, enquanto os menores valores foram para a capuchinha-
vermelha.

Maiores valores do pigmento antocianina foram obtidos no corante de flores de
vinagreira-roxa, seguidos por amor-perfeito-purpura, amor-perfeito-vermelho e amor-
perfeito-roxo, que também alcancaram elevados valores deste pigmento. Caléndula e
capuchinha-amarela exibiram os menores valores de antocianinas.

As antocianinas existem naturalmente nas flores (SANTOS-BUELGA et al.,
2014) e conferem coloracdo como vermelho, azul e roxo para a maioria das pétalas
(PARK et al., 2015; WANG et al., 2017), e como evidenciado acima, 0s corantes das
flores com tais coloracbes foram 0s que apresentaram 0s maiores valores deste

pigmento no presente estudo. Existe relagdo direta entre o conteudo de antocianinas


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1750-3841.14482?casa_token=8n_mkJRBeZsAAAAA%3As3AkBUyqQOCPBx3uBuyqhXfseNQ65d3mwgGfAXqCvSpoTjHEan92SBh6CczX2z83zYdpuoWw5LOJiMLD#jfds14482-bib-0023
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996920301022#b0590
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e a atividade de sequestro de radicais, portanto, espera-se que o efeito antioxidante
aumente com a elevacéao do teor de antocianinas (ESPINOSA-ACOSTA et al., 2018).

O corante obtido a partir de flores de vinagreira-roxa é o que detém maiores
meédias do pigmento carotenoide, seguido de capuchinha-laranja, caléndula e
capuchinha-amarela. O que se deve ao fato dos carotenoides serem um grupo de
pigmentos cuja coloragdo pode variar entre amarelo, laranja e vermelho (MAOKA,
2020). Amor-perfeito-roxo e capuchinha-vermelha apresentaram os menores valores
de carotenoides.  Foi possivel observar variagcbes no conteudo de compostos
bioativos dos corantes oriundos de flores analisados. Segundo Birasuren et al. (2013),
a variabilidade genética dos gendtipos € a provavel causa das variagdes observadas
dentro das mesmas espécies, haja vista que as todas foram cultivadas sob as mesmas
condi¢cdes ambientais. Skowyra et al. (2020), salienta ainda que a quantidade extraida
de compostos fendlicos, flavonoides e antocianinas, e consequentemente a atividade
antioxidante dependem da cor das pétalas.

Sakata e Uemoto (1976), e Sood et al. (2006), relataram que o conteudo de
antocianinas ndo segue um padrdo consistente, portanto valores distintos deste
pigmento sdo esperados. Fernandes e colaboradores (2019), ndo observaram
nenhum padrdo nos valores dos compostos fitoquimicos analisados em amores-
perfeitos de cores distintas. E relatam ainda que foram encontradas diferencas
guantitativas nos compostos presentes nas flores, sendo que as principais diferencas
detectadas foram nos valores de carotenoides e antocianinas.

A capacidade antioxidante existente nas plantas esta relacionada aos efeitos
sinérgicos dos compostos bioativos acima citados, como os carotenoides e 0s
compostos fendlicos, a exemplo das antocianinas (LARA-CORTES et al., 2014;
STEFANIAK et al., 2019).

Estudos recentes apontam que a ingestdo de compostos antioxidantes
presentes nas flores é potencialmente benéfica para a saide humana, tendo em conta
gue estes compostos, especialmente os polifenois, podem inibir o crescimento de
células cancerosas, além de propiciar outros efeitos benéficos, como o controle de
niveis de glicose (LOIZZO et al., 2015; FERNANDES et al., 2017; NOWICKA;
WOJDYLO, 2019).

A tabela 6 descreve os valores de sequestro de radicais livres (SRL %) e
compostos fendlicos totais (MgEAG.g?') obtidos através da andlise fitoquimica dos

corantes naturais extraidos de flores comestiveis.
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Tabela 6 - Compostos bioativos de corantes naturais oriundos de flores
comestiveis cultivadas em Botucatu-SP, 2021

DPPH CV(%) Fenolicos totais  CV(%)

Espécie (%) (mMgEAG.g?)

Amor-perfeito purpura  88,87+0,27 0,0030 727,56+30,05 0,0413
Capuchinha-salméo 88,19+0,36 0,0041 992,26+16,29 0,0164
Capuchinha-vermelha 88,04+0,23 0,0027 685,57+5,62 0,0082
Caléndula 84,74+0,45 0,0053 893,85+6,66 0,0074
Amor-perfeito roxo 84,12+0,39 0,0046 2658,39+24 .4 0,0092
Amor-perfeito vermelho 81,61+0,59 0,0072 2317,26+4,31 0,0018
Capuchinha-amarela  80,09+0,15 0,0019 1514,58+1,46 0,0009
Capuchinha-purpura 79,99+0,23 0,0029 2429,01+0,85 0,0003
Capuchinha-laranja 77,48+0,18 0,0023 1405,70+72,70 0,0517
Vinagreira-roxa 73,45+3,13 0,0427 2145,89+72,50 0,0337

Os corantes avaliados apresentaram elevada atividade antioxidante, com mais
de 70 % de sequestro de radicais livres (SRL). Os corantes naturais oriundos do amor-
perfeito-purpura, capuchinha-salmdo e capuchinha-vermelha destacaram-se com
altas porcentagens de SRL, proximas a 90%. O corante natural obtido através da
vinagreira-roxa exibiu os menos valores de SRL, seguido da capuchinha-laranja e
capuchinha puarpura, com valores abaixo de 80%.

Birasuren et al. (2013), destacam que a capacidade antioxidante de extratos e
derivados vegetais esta associada ao conteudo de compostos fendlicos totais, devido
a capacidade dessas substancias em doarem atomos de hidrogénio dos grupamentos
hidroxilas para estabilizar elétrons desemparelhados dos radicais livres. No entanto,
nao trata-se de uma relagcéo direta, como observado no presente estudo, em que 0s
maiores valores de compostos fendlicos totais foram obtidos para os corantes
provenientes do amor-perfeito-roxo (2658,39 mgEAG.gt), capuchinha-parpura
(2429,01+0,85 mQEAG.g?'), amor-perfeito-vermelho (2317,26+4,31 mgEAG.g?) e
vinagreira roxa (2145,89+72,50 mgEAG.g), que apresentaram valores inferiores de
SRL, em comparag¢do a outros corantes com menor conteudo de compostos fendlicos,
mas alta atividade antioxidante, como o amor-perfeito-purpura, capuchinha-salméo e
capuchinha vermelha.

Estudos recentes relataram uma correlacdo positiva entre o conteudo de
compostos fendlicos e atividade antioxidante em flores comestiveis (ZHENG et al.,
2018; CHENSOM et al., 2019; POLKA et al., 2019). No entanto, de acordo com
Skowyra et al. (2014), variagbes nos valores de capacidade antioxidante de extratos
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distintos podem ser atribuidas as diferencas quimicas referentes aos compostos
fendlicos de cada matriz analisada, de forma que maiores quantidades de fendlicos
nao refletem necessariamente em maior capacidade de SRL.

As variaveis analisadas foram submetidas, em conjunto, a analise multivariada
de dados, por meio de métodos ndo supervisionados — Andlise de componentes
principais (PCA) e agrupamentos hierarquicos (HCA). De acordo com a HCA (Figura
5), verifica-se a formacao de dois grupos, considerando-se como linha de corte para
classificacdo 75% da distancia euclidiana. O primeiro grupo é composto pelos
corantes vinagreira (VI), capuchinha-amarela (CA), capuchinha-laranja (CL),
caléndula (CD), capuchinha-salm&o (CS) e o segundo pelos corantes capuchinha-
purpura (CP), amor-perfeito vermelho (APV), amor-perfeito purpura (APP),
capuchinha vermelha (CV) e amor-perfeito roxo (APR). A vinagreira (grupo I) e o amor-
perfeito roxo (grupo Il) foram os corantes mais dissimilares dentro de cada grupo, e
assim, podem ser considerados como dois subgrupos. Esses resultados podem ser
explicados pela PCA, em que serdo observados os pesos de cada variavel para os

grupos formados.

Figura 5- Dendrograma dos corantes naturais obtidos de flores cultivadas em
Botucatu-SP, 2021
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A PCA permitiu explicar 59,1 % da variacdo total dos dados (Figura 6). E
possivel observar a formacédo de trés grupos, sendo eles: grupo A (capuchinha
vermelha, capuchinha purpura, amor-perfeito purpura, amor-perfeito vermelho e
amor-perfeito roxo), grupo B (capuchinha laranja, capuchinha amarela, capuchinha

salmé&o e caléndula) e grupo C (vinagreira-roxa).

Figura 6- Grafico de score das duas primeiras componentes principais da
andlise de corantes naturais obtidos de flores cultivadas em Botucatu-SP, 2021
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De acordo com o biplot da analise de componentes principais (PC1 e PC2)
(Figura 7), verifica-se que os corantes das espécies capuchinha vermelha, capuchinha
parpura, amor-perfeito puarpura, amor-perfeito vermelho e amor-perfeito roxo
agruparam-se em razao da correlagdo com as caracteristicas °Hue, compostos

fendlicos, clorofila a e clorofila b, compondo o grupo A. As variaveis atividade
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antioxidante (DPPH) e carotenoides foram responsaveis pela separac¢do do grupo B
(capuchinha laranja, capuchinha amarela, capuchinha salmdo e caléndula). As

antocianinas foram responsaveis por alocar a vinagreira-roxa em um grupo isolado

(grupo C).

Figura 7- Biplot da analise de componetes principais (PC1 X PC2) de corantes
naturais obtidos de flores cultivadas em Botucatu-SP, 2021
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Nota-se, no mapa de calor apresentado na figura 8, que o Grupo A (capuchinha
purpura, amor-perfeito vermelho, amor-perfeito purpura, capuchinha vermelha e
amor-perfeito roxo) mostra correlagdo positiva com ° Hue e atividade antioxidante
(DPPH) e correlacdo negativa com carotenoides e antocianinas. J& o Grupo B
(capuchinha salméo, caléndula, capuchinha laranja e capuchinha amarela) possui
correlacdo positiva com carotenoides e DPPH, no entanto, exibe correlagdo negativa

com antocianinas e clorofila a e b. Observa-se que o grupo C (vinagreira-roxa) exibe
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correlagdo positiva com carotenoides e antocianinas, ao passo que apresenta

correlacdo negativa com clorofila a e °Hue.

Figura 8- Mapa de calor da correlagdo entre as variaveis analisadas e os
corantes naturais obtidos de diferentes flores, cultivadas em Botucatu-SP,

2021
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A tabela 7 apresenta dados sobre a estabilidade dos corantes submetidos a
diferentes valores de pH e temperatura e a interacao entre esses fatores.

Por meio da analise de variancia (p>0,05) € possivel avaliar a estabilidade dos
corantes oriundos de flores comestiveis. Observou-se que alguns corantes sofreram
influéncia dos tratamentos aplicados, com diferenca estatistica significativa entre os
mesmos, estes sdo considerados ndo estaveis. Os corantes que nao sofreram
influéncia dos tratamentos (valores néo significativos) sdo considerados estaveis a

variacdo de pH, temperatura e a interacéo entre esses fatores.
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Tabela 7 - Resumo da analise de variancia de corantes naturais oriundos de flores comestiveis cultivadas em Botucatu-
SP, submetidos a variagcdo de Temperatura, pH e interagéo entre Temperatura e pH (TxpH), 2021
Quadrados médios

FV GL Capuchinha laranja Amor-perfeito roxo Amor-perfeito vermelho Vinagreira-roxa Capuchinha amarela
TEMPERATURA 2 0,033225926NS 0,018127000 NS 0,008382111Ns 0,000642926 NS 0,002071815Ns
pH 2 0,000097 NS 0,011742333Ns 0,021462333 NS 0,000078037 NS 0,0055628148*
TxpH 4 0,005483982 NS 0,017707333Ns 0,021489278 NS 0,000404093 NS 0,001539648 NS
RESIDUO 18 0,018871148 0,016975148 0,028119037 0,000487778 0,000813074
TOTAL 26
CV.% 2,4744994 0,3817929 1,0774561 2,4596758 2,300825

Quadrados médios

FV GL Caléndula Capuchinha purpura Capuchinha vermelha Capuchinha salméo Amor-perfeito plrpura
TEMPERATURA 2 0,0446663333* 0,0034149259* 0,0034149259* 0,0049774444* 0,0010587778*
pH 2 0,012185444Ns 0,0090729259* 0,0090729259* 0,0002754444* 0,0002217778*
TxpH 4 0,003298111Ns 0,002147815Ns 0,002147815NS 0,0000243889 NS 0,0001773889*
RESIDUO 18 0,004296259 0,000958296 0,000958296 0,00004426 0,0000136667
TOTAL 26
C.V.% 2,6610195 2,3326422 0,8641936 0,3525449 0,2108431

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. NS néo significativo.
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Nota-se, através dos dados apresentados na tabela 7, que os corantes obtidos
atraves das flores de capuchinha laranja, amor-perfeito roxo, amor-perfeito vermelho
e vinagreira-roxa nao sofreram influéncia de nenhum dos fatores avaliados, portanto,
todos eles sdo considerados estaveis nas condi¢cbes deste estudo. O corante de
capuchinha amarela recebeu influéncia apenas da variagdo de pH, mantendo-se
estavel para as temperaturas avaliadas e para a interagdo entre pH e temperatura. O
corante de caléndula ndo se mostrou estavel sob as temperaturas avaliadas neste
estudo. Mas manteve estabilidade nos pH aplicados e na interacdo entre temperatura
e pH.

Os corantes obtidos através de flores de capuchinha purpura, capuchinha
vermelha e capuchinha salméo se mostraram instaveis sob os valores de temperatura
e pH deste estudo. No entanto demonstraram estabilidade quando ha interacao entre
esses dois fatores. O corante de amor-perfeito purpura recebeu influéncia tanto do pH
e da temperatura quanto da interacdo entre eles, deste modo, é considerado
totalmente instavel.

Os principais pigmentos presentes nos corantes naturais analisados neste
estudo sdo as antocianinas e o0s carotenoides. Além de fatores como pH e
temperatura, a estrutura quimica das antocianinas, sua concentracdo, a combinacao
de fatores ambientais como a presenca de luz, de outros compostos fendlicos, de
acido ascérbico e de oxigénio afetam a estabilidade das mesmas em extratos vegetais
(DELGADO-VARGAS; PAREDES-LOPEZ, 2003 , SHAHIDI; NACZK, 2004; GARCIA-
TEJEDA et al., 2016). Ademais, o grau de acilacdo das antocianinas afetam sua
estabilidade frente a temperatura, e este grau de acilacdo € variavel dentro das
antocianinas (LOPES et al., 2007). As antocianinas aciladas se mostraram mais
estaveis as variacdes de pH e temperatura do que as nao aciladas segundo Cevallos-
Casals e Cisneros-Zevallos (2004). Tais aspectos podem explicar as respostas
diferentes ao teste de estabilidade nos corantes que apresentam a antocianina como
pigmento majoritario.

De acordo com Sridhar et al. (2021), a instabilidade dos carotenoides também
é desencadeada por multiplos fatores e pela interacdo entre 0s mesmos, como a
composicao da matriz analisada, por exemplo (PROVESI et al., 2011). Como o estudo
foi realizado com matrizes diferentes, é natural a ocorréncia de resultados sem padréo

definido aos testes de estabilidade.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814617301310?casa_token=tjQOvDrYkxIAAAAA:3Q8XbESDorHIvhO2cx1IqXw8T-v7lKy-m81_CxQow5fGsmKoXc368b8pYJ9koBJ_WgByrcMTu2I#b0055
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814617301310?casa_token=tjQOvDrYkxIAAAAA:3Q8XbESDorHIvhO2cx1IqXw8T-v7lKy-m81_CxQow5fGsmKoXc368b8pYJ9koBJ_WgByrcMTu2I#b0145
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814606000756?casa_token=xVa5mUs0RWYAAAAA:73jBT8ZWRDacvSdg_ikwPBAuR1hRtvuLVw2_CjZ9vTnUkMKFfBVhWPk9N60jJGKi7l4MThy9RAs#bib7
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5 CONCLUSAO

Os corantes oriundos de capuchinha laranja, vinagreira-roxa, amor-perfeito
roxo e amor-perfeito vermelho detém o maior potencial para serem explorados como
corante natural, pois apresentaram estabilidade frente as condi¢cdes analisadas neste
estudo. Aliado a isso, os corantes de capuchinha laranja e vinagreira-roxa
apresentaram os maiores valores de pigmento carotenoide, e os maiores valores do
pigmento antocianina foram exibidos pelos corantes vinagreira-roxa, amor-perfeito
roxo e amor-perfeito vermelho. Ademais, estes quatro corantes estdo entre os que
exibiram maiores valores de compostos fendlicos e possuem elevada atividade

antioxidante.
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APENDICE A - Espécies de flores prospectadas neste estudo
2021

Foto: Isabella Barbosa Marques - 2021

a) amor-perfeito vermelho; b) amor-perfeito roxo; ¢) amor-perfeito parpura;
d) vinagreira-roxa; e) caléndula; f) capuchinha laranja; g) capuchinha purpura;

h) capuchinha salmdo; i) capuchinha laranja; j) capuchinha amarela
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