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Resumo

GONCALVES, Gloria Caroline Paz. Filmes de acetato de celulose incorporados
com compostos antocianicos do extrato das flores de Clitoria ternatea. 2023.
101f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia

Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

A flor da Clitoria ternatea € rica em compostos bioativos, principalmente fendlicos nao
antocianicos e fenodlicos antocianicos. O objetivo desse estudo foi avaliar as flores da
Clitoria ternatea cultivadas na Regido Sul do Rio Grande do Sul, extrair os compostos
antocianicos utilizando um método de extragdo ambientalmente amigével, aplicar em
filmes de acetato de celulose e investigar o potencial para aplicacdo do extrato e dos
filmes na éarea alimenticia. Para a otimizacdo da extracdo, as variaveis tempo,
temperatura e volume de solucéo extratora (Agua acidificada a 1%) foram avaliadas
através de um planejamento fatorial 23, com pontos centrais e axiais, sobre o teor de
antocianinas totais. O extrato obtido na condicdo Gtima de extracdo foi avaliado
guanto a composi¢do quimica, teor de fendlicos ndo antocianicos e antocianicos,
capacidade redutora, atividade antioxidante, toxicidade in vivo e atividade frente a
patégenos alimentares gram-positivos e gram-negativos. Os filmes de acetato de
celulose foram produzidos pela técnica de casting incorporados com o extrato das
flores da Clitoria ternatea, bem como com as flores liofilizadas, em diferentes
concentracfes, com a finalidade de ser um indicador de mudanca de cor, frente a
mudanca de pHs. A condicdo 6tima de extracdo foi de 22,5 mL, 16 min de reacdo a
45 °C. Os teores de antocianinas monomericas totais no extrato liquido foram entre
450,29 e 554,63 mg/100 g de flor seca. O extrato liofilizado foi caracterizado por
apresentar. capacidade redutora de 806,92 mg GAE/100 g, elevado potencial
antioxidante, baixa toxicidade in vivo e resultados promissores em relacdo a
concentracéo inibitéria minima e concentracdo bactericida minima, frente a patégenos
alimentares. Neste, foram quantificadas treze antocianinas e nove compostos

fendlicos ndo antocianicos, por UHPLC/MS, que podem estar associadas aos efeitos



observados. Os filmes obtidos com acetato de celulose (20% e 30% de extrato
liofilizado; 20% e 30% flor liofilizada) ndo mudaram de cor frente a diferentes pHs. No
entanto, ocorreu a mudancga de cor no extrato, na flor liofilizada e nos filmes quando
expostos ao cultivo de bactérias gram-negativas (S. Typhimurium e E. coli). Os
resultados sugerem elevado potencial do extrato e os filmes para estudos futuros de
aplicacdo em embalagens ativas para alimentos, especialmente como marcador de

contaminag&o microbiolégica de bactérias gram-negativas.

Palavras-chave: Fendlicos; Toxicidade; Cor; Antioxidante; Microbiologia.



Abstract

GONCALVES, Gloria Caroline Paz. Cellulose acetate films incorporated with
anthocyanic compounds of Clitoria ternatea flower extract. 2023.101f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

The flower of Clitoria ternatea is rich in bioactive compounds, mainly non-anthocyanin
phenolics and anthocyanin phenolics. The objective of this study was to evaluate the
flowers of Clitoria ternatea cultivated in the South Region of Rio Grande do Sul, to
extract the anthocyanin compounds using an environmentally friendly extraction
method, to apply them in cellulose acetate films and to investigate the potential for
application of the extract and the films in the food sector. For the optimization of the
extraction, the variables time, temperature and volume of extracting solution (acidified
water at 1%) were evaluated through a 22 factorial design, with central and axial points,
on the total anthocyanin content. The extract obtained in the optimal extraction
condition was evaluated for chemical composition, non-anthocyanin and anthocyanin
phenolic content, reducing capacity, antioxidant activity, in vivo toxicity and activity
against gram-positive and gram-negative food pathogens. The cellulose acetate films
were produced by the casting technique incorporated with the extract of the flowers of
Clitoria ternatea, as well as with the lyophilized flowers, in different concentrations, with
the purpose of being an indicator of color change, against the change of pHs . The
optimal extraction condition was 22.5 mL, 16 min of reaction at 45 °C. The total
monomeric anthocyanin contents in the liquid extract were between 450.29 and 554.63
mg/100 g of dry flower. The lyophilized extract was characterized by presenting:
reducing capacity of 806.92 mg GAE/100 g, high antioxidant potential, low in vivo
toxicity and promising results in relation to minimum inhibitory concentration and
minimum bactericidal concentration, against food pathogens. In this, thirteen
anthocyanins and nine non-anthocyanic phenolic compounds were quantified by
UHPLC/MS, which may be associated with the observed effects. Films obtained with

cellulose acetate (20% and 30% lyophilized extract; 20% and 30% lyophilized flower)



did not change color at different pHs. However, a color change occurred in the extract,
in the lyophilized flower and in the flms when exposed to the culture of gram-negative
bacterium (S. Typhimurium and E. coli). The results suggest a high potential of the
extract and the films for future studies of application in active food packaging,

especially as a marker of microbiological contamination by gram-negative bacterium.

Keywords: Phenolic; Toxicity; Color; Antioxidant; Microbiology.
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1. Introducéo

A Clitoria ternatea tem origem do latim do género “clitoria”, o termo advém de
uma associacdo das flores com os 6rgaos genitais femininos. A planta pertence a
familia das Fabaceae, é herbacea perene, eliptica e com folhas. E cultivada como
planta ornamental, cresce como uma trepadeira ou rastejante, e exige pouco cuidado
depois de cultivada. A planta é também conhecida como feijdo-borboleta, cunh3,
ervilha-borboleta, isménia e palheteira. E originaria de regides da Asia tropical e
atualmente encontrada em diversas regiées como América do Sul e Central, sudeste
asiatico, China e india (OGUIS et al., 2019). No Brasil, seu cultivo é mais comum em
climas tropicais, tanto que seu cultivo e desenvolvimento na Regi&do Sul do Rio Grande
do Sul foi inédito no presente estudo, devido ao clima subtropical tmido predominante

na localidade.

A planta é de crescimento rapido, vigorosa e possui hastes finas de até 4 metros
de altura. A germinacéo leva de 15 a 20 dias e é de facil multiplicagdo por sementes.
Os frutos sao vagens planas de 5 a 7 cm e comprimento, com 6 a 10 sementes em
cada vagem. A principal caracteristica sobre esta planta é a cor de das flores, um azul

intenso e vivido com marcacgdes amareladas no centro (OGUIS et al., 2019).

A flor da Clitoria ternatea é rica flavonéides e outros compostos fendlicos que
tem potencial como biorredutores (KRITHIGA et al,.2015; SYAHIRAH et al., 2018;
HAVANDA et al., 2019). Os flavonois majoritarios sao ternatina, delfidina, caempferol,
guercetina e miricetina (OGUIS et al., 2019). As antocianinas (ternativa e delfinidina)
sdo compostos antioxidantes que quando associados a ingestdo em seres humanos,
apresentam beneficios para saude, os quais incluem risco reduzido de doenca
cardiaca coronaria, protecéo contra obesidade, hipoglicemia, entre outros (CARDOSO
et al.,, 2011; SANTOS et al., 2014).

As antocianinas, séo pertencentes a classe dos flavondides, constituem grupo
de pigmentos polares, sollveis em agua e altamente instaveis a temperaturas
elevadas, incidéncia de luz, exposicdo a oxigénio e sao susceptiveis a alteracéo de
estrutura e cor em algumas faixas de pH (CONCENCO, 2014; SABINO et al., 2021).
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Para extrair 0s compostos antocianicos presentes em diversas matrizes alimenticias,
ha muitas técnicas que sao utilizadas, a técnica convencional mais difundida € a
extragdo com solvente, onde ocorre a combinagédo de solvente com um processo de
aquecimento o qual ocorre a transferéncia de massa, no entanto, essa técnica
apresenta a desvantagem do risco da degradacdo dos compostos bioativos
termolabeis (BARBA et al., 2016; CARVALHO et al., 2018).

As antocianinas ocorrem mais comumente na natureza como glicosideos de
geninas antocianidinas, podendo estar aciladas com acidos organicos como,
cumarico, caféico, ferdlico, p-hidroxibenzadico, acético, malénico, succinico, oxalico e
acidos malicos. Sua estrutura geral é derivada o cation flavilico (KHOO et al., 2017;
AZIMA et al., 2017).

As antocianinas podem apresentar diferentes formas estruturais, tais como o
cation flavilico, a base quinoidal, o carbinol e a chalcona. Essas estruturas podem
sofrer interferéncia de diversos fatores, entre estes, temperatura, pH e possiveis
ligacdes com outras substancias quimicas, proporcionando diferentes coloracfes as
antocianinas. O pH é o fator que mais influéncia na coloracdo das antocianinas, visto
que, em funcdo de sua acidez ou alcalinidade, estas podem apresentar diferentes
estruturas. Com o aumento do pH ocorre nas antocianinas a protonacédo do cétion
flavilico e, consequentemente, diminuicdo do niumero de ligacées duplas conjugadas,
que sdo responsaveis pelo aumento nos maximos de absor¢do destas substancias
(BORDIGNON, 2009). Diante disso, as antocianinas podem ser utilizadas como
indicadores de pH, pelo fato de mudarem de cor de acordo com o pH do meio em que
se encontram, variando de tons vermelhos quando em meio acido e tons verdes
guando em meio basico (SHARMA et al., 2013).

Uma aplicagdo dessas antocianinas na industria alimenticia, seria o
desenvolvimento de uma embalagem inteligente, utilizando o indicador de pH obtido
das antocianinas das flores da Clitoria ternatea para detectar a presenca de
deterioracéo oxidativa e de microoganismos patogénicos em alimentos (SINGH et al.,
2021). Contudo, a instabilidade desses compostos na presenca de luz, variacbes de
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pH, oxigénio, temperatura e umidade (WADHWA et al., 2017; FONSECA et al., 2020)
€ um limitador para emprega-los em alimentos. Como alternativa para proteger os
compostos bioativos das flores da Clitoria ternatea se destaca o uso da
nanotecnologia, encapsulacdo e producéo de filmes, &reas que pontuam crescente
desenvolvimento em ciéncia de alimentos (GONZALEZ et.al., 2015; HE et. al., 2016;
PITAKSUTEEPONG, 2016; SAIDI et. al., 2016; TAN et al., 2016).

Diante das tecnologias que existem na area de alimentos, para proteger esses
compostos bioativos, tem-se 0 uso de polimeros sintéticos. O acetato de celulose é
um exemplo de polimero sintético, que é um dos derivados da celulose, componente
estrutural de plantas, e pode ser extraido de diversas fontes, como por exemplo do
caroco da manga, palha de milho e o mais comum, da madeira. Trata-se de um
material promissor, pois é biodegradavel e tem a sua utilizacdo em nanofibras,

nanocapsulas e em filmes ja relatada na literatura (RIBEIRO et al., 2016).

Em relacdo aos alimentos e a exigéncia dos consumidores, a industria
constantemente busca por inovacgfes para garantir produto de qualidade e seguranca
durante seu acondicionamento. Os termos “embalagens ativas” e “embalagens
inteligentes” possuem conceitos interligados, pois podem atuar juntas, mas cada uma
possui uma acao distinta. No interior de uma embalagem ativa, pode ser adicionado
um composto bioativo encapsulado, com atividade antioxidante ou antimicrobiana
(WEN et al.,, 2016). Dessa forma, a embalagem ativa interage com o produto,
controlando a sua qualidade, tornando-o seguro e com maior vida util (MACHADO et
al., 2011; BHUSHANI et al., 2014).

As embalagens inteligentes monitoram as condi¢des do alimento e possibilitam
uma comunicacdo com o consumidor informando, por exemplo, 0 estagio de
maturacdo de um produto, se ele esta em condi¢cdes de ser consumido do ponto de
vista microbiolégico, dentre outras. Tais embalagens sdo capazes de identificar
possiveis problemas e alteragdes no produto (MACIEL et al., 2012; RUKCHON et al.,
2014). Sao desenvolvidas utilizando a encapsulacdo de compostos, uma alternativa
para proteger os compostos bioativos termossensiveis (TAN et al., 2016). A maioria
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das embalagens inteligentes utiliza sensores simples, como monitores quimicos, de
temperatura, de pH, microbioldgico, entre outros. O indicador de pH colorimétrico tem
sido explorado, devido ao seu baixo custo, suas propriedades faceis de usar e bem
caracterizado, que interagem com a atmosfera interna e detectam a presenca de
gases, umidade e outros marcadores de qualidade (PRIETTO et al., 2017). Elas
podem indicar desde oscilacbes na luminosidade até sobre a qualidade de um

alimento, como altera¢gGes que indiqguem seu vencimento. (PEREIRA et al., 2015).

A maior parte das embalagens convencionais, mais utilizadas pela populacéo
mundial, sdo provenientes de polimeros sintéticos como os derivados do petréleo, os
quais ndo sao biodegradaveis, acumulando-se no meio ambiente. Diante dessa
preocupacdo com o0 impacto dos residuos gerados, tem-se o uso de materiais
biodegradaveis, como os filmes, para novas aplicacdes na industria de alimentos
(FERREIRA et al., 2012).

Os filmes biodegradaveis podem ser obtidos de fontes animais como quitosana,
gelatina, soro do leite, entre outros. E os de fonte vegetal como amido, fécula de
mandioca, pectina, zeina e celulose, dentre outros. Os filmes sdo produzidos por
diversos métodos. A técnica de casting € um método simples é consiste em uma
suspensao preparada com um polimero, diluido com solvente adequado ao tipo de
material polimérico, seguido da adicdo de um plastificante. A solugcéo é aguecida sob
agitacdo, em seguida, uma quantidade pré-determinada é vestida em placas de petri
e secas em estufa com circulagdo de ar por um tempo e temperatura adequada
(GASTI et al., 2022).
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2. Hipoteses
Como hipoteses deste trabalho temos que:

- O cultivo da Clitoria ternatea na regido de Pelotas/RS é possivel, embora

seja uma planta mais adaptada em clima tropical;

- As flores apresentardo elevado teor de compostos bioativos benéficos,
especialmente antocianinas;

- As técnicas de extracdo verdes, aliadas a otimizagbes multivariadas,

possibilitardo obter um extrato comestivel com elevado em compostos antocianicos;

- Os compostos bioativos poderao ser incorporados em alimentos, através da

producédo de filmes de acetato de celulose pela técnica de casting.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo geral

Estudar as flores da Clitoria ternatea cultivadas na Regido Sul do Rio Grande

do Sul, visando avaliar seu uso potencial na area alimenticia.
3.2 Objetivos especificos

- Otimizar um método ambientalmente amigavel para obter um extrato

comestivel com elevado teor de compostos bioativos;

- Avaliar a composicdo do extrato obtido quanto ao teor de fendlicos néao
antocianicos e fendlicos antocianicos, a capacidade redutora, a atividade
antioxidante, a toxicidade in vivo e atividade frente a patdgenos alimentares gram-

positivos e gram-negativos;

- Produzir filmes de acetato de celulose pela técnica de casting incorporando
o extrato e flores liofilizadas, com a finalidade de ser um indicador que muda de

coloracao frente a variac6es de pH do alimento.
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4. Revisao bibliografica
4.1 Clitoria ternatea: caracteristicas botanicas

Cientificamente, a flor da Clitoria ternatea atraiu interesse na area de alimentos
por possuir compostos antioxidantes e pela sua cor (AB-RASHID et al., 2020;
PRABHU et al., 2022). A flor de cor azul brilhante contém uma grande variedade de
polifendis, principalmente antocianinas. Os principais constituintes polifendlicos
encontrados nas flores sdo as antocianinas ternatinas (TAUR et al., 2011; BIYOSHI
E GEETHA, 2012; PASUKAMONSET et al., 2016; OGUIS et al., 2019).

A Clitoria ternatea produz flores pentameras zigomorficas em forma de ervilha
com um célice tubular composto por cinco pépalas. A corola € composta por cinco
pétalas livres, com um estandarte grande e arredondado, duas asas enrugadas que
costumam ter metade do comprimento do estandarte e duas quilhas brancas que
auxiliam na protecado dos o6rgaos florais (BIYOSHI E GEETHA, 2012) (Figura 1A). As
corolas sdo de cor azul escuro, mas também podem ser em branco e varios tons de
azul (BIYOSHI E GEETHA, 2012). O diadelphous C. ternateaos estames consistem
em 10 filamentos onde nove sdo fundidos e um é livre (BIYOSHI E GEETHA, 2012).
As vagens de Clitoria ternatea séo estreitas e achatadas com pontas pontiagudas e
geralmente contém cerca de 10 sementes (Figura 1B). A flor produz folhas
compostas pinadas que séo ovais e inteiras com pontas emarginadas ( Figura 1C). As

raizes também produzem grandes nédulos para fixagdo de nitrogénio (Figura 1D).
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Figura 1. Clitoria ternatea (A) flor, (B) vagens, (C) folhas e (D) raizes com nddulos. A flor Clitoria
ternatea consiste no estame (st), pistilo (p), sépalas (sp) e corola. A corola € composta por cinco pétalas:
um estandarte (b), duas asas (w) e duas quilhas (k). Clitoria Ternatea possui folhas compostas pinadas,

vagens achatadas e pontiagudas e raizes que produzem ndédulos (n). Fonte: OGUIS, et al., (2019).

A planta ocorre em ambientes tropicais e subtropicais ao redor mundo. A
distribuicdo da Clitoria ternatea da-se ao fato dela ser tolerante a certas condi¢des de
seca, nao depende de polinizadores especificos para seu desenvolvimento devido a
sua autopolinizagdo e capacidade de fixagédo de nitrogénio. No entanto, na Regido Sul
do RS, o clima é subtropical imido, o qual na maior parte do ano € de temperaturas
baixas, no inverno, em alguns locais as temperaturas chegam abaixo de zero,
caracteristica que nao favorece o desenvolvimento ocorrendo até mesmo a

senescéncia.

Na figura 2, observa-se as regifes ao redor do mundo onde encontra-se as

cultivares de Clitoria ternatea.

Figura 2. Distribuicdo de ocorréncia da planta Clitoria ternatea. Os pontos de ocorréncia séo
aproximados. O simbolo “+” representa onde se encontra a planta.
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4.2 Compostos antocianicos

O termo “antocianinas” deriva do grego (anthos, uma flor, e kyanos, azul
escuro) sédo pigmentos fendlicos sollveis em agua e sao atribuidas aos tons vermelho,
roxo e azul. Sado encontradas em diversas flores e frutas (HONGYAN et al., 2012;
KHOO et al., 2017; AZIMA et al., 2017). As antocianinas desempenham diversas
fungdes, principalmente quando adicionadas aos alimentos, confere prevencao contra
auto oxidacao e peroxidacao de lipideos em sistemas biolégicos, além de conferir na
coloracdo aos produtos. Poréem degradam quando submetidas a altas temperaturas,

luz, oxigénio ou mudancas drasticas de pH (SANTOS et al., 2014).

Em solugdo aquosa, as antocianinas se encontram comumente na forma de
uma mistura de diferentes estruturas quimicas em equilibrio: céation flavilium
(vermelho), base anidra quinoidal (azul), pseudo-base carbitol (incolor), e chalcona
(incolor ou levemente amarela). A pH abaixo de 2, as antocianinas apresentam-se
basicamente na forma catidnica; com o aumento do pH, ocorre uma rapida
desprotonacao para formar a base quinoidal. Em meio aquoso a hidratac&o do cation
flavilium leva ao equilibrio entre a forma carbitol e chalcona. A temperatura ambiente,
e em meio levemente acidificado, o equilibrio entre as formas carbitol e chalcona é
muito lento e leva horas para ser atingido. O pH interfere diretamente no equilibrio das
antocianinas, como ilustrado na Figura 1. Em meio &cido (pH = 1), as antocianidinas
apresentam coloracdo na regido visivel do vermelho (cation flavilio) e em pH ainda
acido, porém maior (pH = 4,5), as antocianidinas apresentam uma colora¢éo vermelha

bem menos intensa, proxima ao incolor (CARDOSO et al., 2011).

Como alternativa para manter os parametros dos compostos antocianicos, tem-
se a utilizagéo da técnica de casting para producéo de filmes carregados de bioativos,
que é capaz de manter a protecdo de seus compostos, por ser uma técnica que nao
utiliza altas temperaturas ou pressdes na producao (WEN et al., 2017). Desse modo,
é viavel a incorporacao desses filmes ricos em compostos bioativos pela industria
alimenticia, diretamente no alimento e alvo de muitas pesquisas, na parte de
embalagens de alimentos (FONSECA et al., 2019b; FONSECA et al., 2021).
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4.3 Material polimérico

Na producdo de filmes pela técnica de casting os compostos de interesse
(neste caso, 0s compostos antocianicos) sdo envolvidos ou revestidos por um material
polimérico, resultando na protecdo dos compostos de interesse (MENSITIERI et al.,
2011; NISTA, 2012; FERREIRA et al., 2016; PEREIRA, 2017). A escolha da matriz
polimérica € importante pois deve se incorporar aos compostos bioativos e interagir

com eles, ndo anulando ou degradando os mesmos (CRUZ et al., 2011).

A celulose € um componente estrutural da parede celular de plantas e vegetais,
um polimero natural, amplamente distribuido e encontrado na natureza. A celulose
tem sido amplamente estudada devido suas caracteristicas de biodegradabilidade,
distribuida em abundancia na natureza e modificagdo quimica. A celulose pode ser
utilizada para adicdo ou obtencéo de filmes, como agentes encapsulantes, aplicacao
de nanocristais de celulose como aditivo de reforco em embalagens (GONZALEZ et.
al., 2015) e como a aplicacédo de acetato de celulose no desenvolvimento de filmes
biodegradaveis (ASSIS,2021).

Dentre os polimeros utilizados, o acetato de celulose vem sendo estudado por
ser um dos ésteres de celulose mais produzidos. Ele apresenta-se como um polimero
amorfo, atéxico e inodoro, com uma grande vantagem em relacado a celulose, por ser
apto a solubilizacio em vérios solventes. E resistente a acidos fracos, estavel em 6leo
mineral, e permeavel ao vapor de agua e de alcool. Além de possuir caracteristicas

biodegradaveis, ou seja, ndo agredindo o meio ambiente (NISTA, 2012).

Os filmes de acetato de celulose sao obtidos pela técnica de casting, sendo
estes solubilizados em acetona. Esse biomaterial € capaz de conferir caracteristicas
de filme fino, com estrutura continua, hidrofébicos, transparente, pouca opacidade e
baixa elasticidade. No entanto, todas essas caracteristicas citadas irdo depender da
quantidade do polimero, presenca de agentes plastificantes e carga de compostos

bioativos.
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As propriedades e aplicacdes do acetato de celulose sdo determinadas pela
viscosidade de suas solucdes, e pelo grau de substituicdo do polimero. Acetatos de
celulose que tenham grau de substituicdo entre 0,5-1 sdo soluveis em agua (NISTA,
2012).

Com base no estudo de Neves et al. (2017), o uso do acetato de celulose como
material de parede, para liberagdo controlada em farmacos, obteve-se resultados
satisfatérios. De acordo com Cruz et al. (2011), o uso de acetato de celulose oriundo

das fibras do caro¢co de manga, mostrou-se eficiente na interacdo com a matriz.

Um estudo detalhado de Yan et al. (2012), mostrou a eficiéncia da técnica de
electrospinning, utilizando o acetato de celulose como material de parede, para
producado de nanofibras de alta qualidade. O objetivo da pesquisa foi utilizar diferentes

solventes e comparar qual o melhor resultado.

Na area de alimentos, Wongsasulak et al. (2010) produziu nanofibras
comestiveis a partir de albumina de ovo juntamente com acetato de celulose,
comestivel e eletrofiavel, para melhorar a eletrofiacdo, e o resultado foi a fabricacédo
bem sucedida da mistura de solu¢des de albumina e acetato de celulose.

Assis (2021) produziu filmes ativos de acetato de celulose com adicdo de
diferentes carotenoides, sendo eles licopeno, norbixina e zeaxantina. O estudo provou
que os filmes contribuiram para obtencdo de embalagem com atividade antioxidante.
No estudo de Carvalho et al. (2018), foi desenvolvido um filme ativo de acetato de
celulose incorporados de uma nanosuspensédo de curcumina. O resultado do estudo
foi a obtencédo de filmes pigmentados de amarelo, devido a cor do composto bioativo
utilizado.
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4.4 Embalagens de alimentos

As embalagens tradicionais desempenham um papel fundamental na
conservacgao dos alimentos (FERREIRA, 2012; SUNG et al.,, 2013). Dois novos
conceitos de embalagens séo idealizados para promover protecéo adicional e garantia
da qualidade dos produtos, sé@o eles o conceito de embalagem ativa e de embalagem
inteligente (REALINI et al.,, 2014). As embalagens inteligentes tem como principal
caracteristica monitorar as condi¢des de qualidade dos alimentos, dessa forma, em
comparacao a uma embalagem tradicional, promovem a fun¢do de comunicagdo com
o consumidor (VANDERROOST et al., 2014; GHAANI et al., 2016; MA et al., 2016).

Os sistemas de embalagens inteligentes possuem trés principais tecnologias:
() indicadores, que providenciam mais conveniéncia e/ou informacdo aos
consumidores a respeito da qualidade do alimento; (ll) carreadores de dados, como o
codigo de barras e tags de indentificacdo por radio-frequéncia (RFID), que sao
especificamente direcionados para os propdsitos de armazenamento, distribuicdo e
rastreaabilidade, e (Ill) sensores, que permitem uma rapida e definida quantificacéo
de analitos em alimentos (GHAANI et al., 2016).

De acordo com os sistemas de embalagens inteligentes, os mais estudados e
constantemente aprimorados sao os sensores e indicadores (MOHEBI et al., 2015;
SILVA-PEREIRA et al., 2015; GHAANI et al., 2016). Um sensor pode ser definido com
um dispositivo utilizado para localizar, quantificar ou detectar energia ou matéria
gerando um sinal para a detec¢do ou para a quantificacdo de uma propriedade fisica
ou quimica. J& os indicadores podem ser definidos como substancias que indicam a
concentracdo, presenca ou auséncia de substancias ou o grau de reacdo entre
substancia por alteracdes de caracteristicas, acima de tudo a cor (BlJI et al., 2015;
PEREIRA, 2017).

Os indicadores visuais de pH colorimétrico tem sido amplamente explorados
em embalagens inteligentes devido as suas propriedades bem caracterizadas, sao de
baixo custo e faceis de usar. Sdo constituidas de pigmentos naturais sensiveis as

alteracOes de pH e sao posicionadas no interior da embalagem (RUKCHON et al.,
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2014; PRIETTO et al., 2017). O uso desses pigmentos naturais, além e serem obtidos
a partir de recursos sustentaveis, com o minimo de impacto ambiental, apresentam
certas vantagens em relagdo aos sintéticos como: o baixo custo, a ndo toxidade, a
biodegradabilidade e a ampla disponibilidade na natureza (ISLAM et al., 2013). Um
exemplo desses pigmentos, sdo as antocianinas, as quais sdo metabdlitos
secundarios encontrados em uma grande diversidade de frutas e vegetais, como
exemplo na batata doce, repolho roxo, uvas e, Clitoria ternatea. Diversas pesquisas
mostram-se promissoras no uso de biopolimeros e antocianinas para producdo de
sensores de pH, obtidas de repolho roxo e do togumento do feijao preto (PRIETTO et
al., 2017) e também de beterraba e ameixa (CHALES, 2018).
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4.5 Indicador microbioldgico

As embalagens inteligentes se destacam das demais, por que além de cumprir
com o papel de uma embalagem tradicional, tem a capacidade de comunicar o
consumidor sobre o estado em tempo real de conservacdo do alimento, tal
comunicacdo deve ser de facil interpretacdo. Essas embalagens proporcionam o
conhecimento de fatores como umidade, pH e presenca de microrganismos por meio

de indicadores incluidos na embalagem (YIN et al., 2023).

Esses indicadores podem indicar alteracdes quimicas ou contaminacao por
microrganismos em alimentos embalados. Os indicadores comumente utilizados pelas
industrias sdo os corantes sintéticos, os quais sao sensiveis ao pH, ocorrendo a
mudanca de coloracdo (YIN et al., 2023; ROY&RHIM, 2021). No entanto esses
corantes sao agressivos ao meio ambiente e principalmente nocivos a saude humana,

séo toxicos e cancerigenos.

Atualmente, ha estudos onde utilizam pigmentos naturais em embalagens
inteligentes, como a curcumina e a antocianina. A forma que vem sendo amplamente
estudada para utilizar indicadores em embalagens inteligentes, € o uso de filmes
carregados com compostos bioativos, 0s quais sao responsaveis pela cor e expostos
a diferentes condi¢ces, mudam a cor para avaliar o estado de frescor do alimento. No
entanto, ndo ha na literatura filmes de acetato de celulose incorporados com
compostos antocianicos obtido das flores da Clitoria ternatea, como indicador de cor
para embalagens de alimentos para garantia da qualidade.
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ABSTRACT

The study aimed to develop a green method to obtain an anthocyanin-rich edible
extract of Clitoria ternatea flowers grown in Pelotas (southern Brazil). The extract was
characterized by UHPLC-MS" and analyzed for toxicological potential in an in vivo
model, reducing capacity, and antioxidant and antimicrobial activities. By using a
complete 23 multivariate design to study the effects of temperature, acidified solvent
volume, and time on the total anthocyanin content and reducing capacity, it was
possible to determine the optimal point (45 °C, 16 min, and 22.5 mL). Thirteen
anthocyanins and eight non-anthocyanins were quantified. In vivo toxicity assay using
Galleria mellonella showed a safe concentration when administered up to 2.2 g of
lyophilized extract per body kg. The extract showed antioxidant activity and relevant
antibacterial action against three food pathogens, and the method proved to be fast,
straightforward, and have a low environmental impact, in addition to producing an
extract with high potential for application in food.

Keywords: anthocyanins, phenolics, toxicity, antimicrobial action.
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1 INTRODUCTION

Clitoria ternatea, commonly known as butterfly bean or butterfly pea, is a plant
native to tropical Asia; it belongs to the Fabaceae family and is classified as a fast-
growing vine with germination in 15-20 days and thin stems that grow up to 4 m high
(Oguis et al., 2019). It is a tropical plant cultivated in full sun with intense flowering;
there is no requirement for fertile soils, and it can be cultivated in soils of moderate
fertility, especially clayey ones. Moreover, this tropical plant tolerates short drought
periods, and watering should be carried out regularly (Dhanasekaran et al., 2019).

In Brazil, C. ternatea is cultivated in different regions, especially in warm
climates. In southern Rio Grande do Sul State (RS), the climate is predominantly
subtropical, characterized by well-defined seasons, and has significant temperature
variations. The winter season varies, with average temperatures ranging from 4 to 18
° C and sporadic frosts; because of this, the plant can only be cultivated in the spring
and summer. In the literature, there is no data on the cultivation and composition of the
flower in the southern region of RS.

C. ternatea has several applications in the medicinal area, such as therapy
(Dhanasekaran et al., 2019; Escher et al., 2020; Prabhu et al., 2022), in agriculture as
a forage plant, and in the food industry as antioxidant and antimicrobial compounds
(Mehmood et al., 2019). C. ternatea flowers are rich in phenolic compounds, which
have bioactive potential (Jeyaraj et al., 2021), and the main anthocyanins are known
as ternatins (compounds derived from delphinidin); the flavonols are kaempferol,
quercetin, and myricetin (Oguis et al., 2019). Their petals have vivid blue coloration,
indicating the presence of anthocyanins, more notably ternatins, which constitute a
family of compounds derived from delphinidin 3,3',5'-triglycoside. This basic structure
is modified by acylation and glycosylation (i.e., malonylated with D-glucose (G) and
malonate (M) in position 3, alternating with D-glucose and p-coumaric acid (C) in
positions 3' and 5' of the lateral chains (Terahara et al., 1996, 1998).

Anthocyanins are present in fruits, vegetables, and flowers and are widely
distributed in nature; their colors vary from red, purple, and blue. They belong to the
flavonoid class, are polar pigments, soluble in water, highly insoluble to luminosity,

heat, and oxygen exposure, and susceptible to variations in some pH ranges (Azima
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et al., 2017; Sabino et al., 2021). When added to foods, anthocyanins confer
antioxidant activity and interfere with the color of the products (Azima et al., 2017).

Anthocyanins’ low stability against external factors (e.g., luminosity and heat)
interfere with extraction since, despite high temperatures optimizing their extraction,
they reduce their stability or even degrade them. Therefore, optimizing the time,
temperature, and solvent volume during extraction is crucial to minimize time and
maximize extraction capacity (Urso et al., 2023).

The efficiency of the anthocyanin extraction method is correlated with the
composition of the extraction solution, quantity of the solution, amount of raw material,
temperature, and extraction time, among other factors. One of the most employed
strategies to maximize bioactive compound yields of plant material is by using
multivariate design (Oguis et al., 2019; Jeyaraj et al., 2021).

The use of methods that do not use toxic solvents is a recurring topic in research
since these solvents harm the environment and handlers’ and consumers’ health.
Thus, using methods with green solvents has been stimulated over the years. These
techniques reduce or even eliminate the use of toxic and harmful products, leading to
more sustainable technologies and renewable raw materials (Jeyaraj et al., 2021).

Given the above, this study aimed to optimize anthocyanin extraction in the
flower extract of Clitoria ternatea using acidified water at 1% as a solvent, obtaining an
edible extract. A 2° multivariate design was employed to optimize the time,
temperature, and volume of the extraction solution in total anthocyanin extraction and
reducing capacity. At the optimal extraction point, we analyzed the total monomeric
anthocyanins, reducing capacity, antioxidant activity, anthocyanin characterization,

toxicity in Gallerias mellonella, and antimicrobial activity in pathogenic bacteria.

2 MATERIALS AND METHODS
2.1 Reagents

The reagents used were anhydrous citric acid PA (Tech Profile, CAS 77929),
Folin-Ciocalteu phenol reagent (2 mol L) (Scientific Exodus, Brazil), sodium
carbonate (Synth, Brazil), gallic acid (Dynamics, Brazil), 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline) 6-sulfonic acid (ABTS) (Sigma Aldrich, CAS 30931-67-0, USA),
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma Aldrich, CAS 1898-66-4, India),
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methanol (Scientific Exodus, CAS 67-56-1, Brazil), potassium persulfate (Synth,
Brazil), ethyl alcohol (Dynamics, Brazil), gentamicin (10 ug) (Sensifar), and potato
dextrose broth (KASVI, Brazil).

2.2 Clitoria ternatea flower samples

C. ternatea flowers were harvested in a field in the municipality of Capéo do
Ledo (31°47'55.8"S 52°25'06.7"W) in RS, southern Brazil. The seeds were provided
by a producer from Americana (S&o Paulo State, Brazil) and grown in a flower bed in
full sun during October 2021. The land was prepared using a layer of sand, earth,
fertilizer (NPK (S) 10.20.20 (2)), and quicklime. When the seedlings reached 30 cm,
their stems were suspended in string wire so the plant could thrive. The maintenance
of the flower bed and management of the plants were done every 15 days, and the
watering and harvesting of the flowers were done daily. The flowers were harvested
between December 2021 and April 2022.

C. ternatea flowers were dried in a lyophilizer (Liotop K 180) and ground in a
grinder (Boca Raton, USA) until a 200-mesh granulometry. The sample was stored in

a freezer (-18 °C) in packages protected from light, oxygen, and moisture until analysis.

2.3 Optimization of anthocyanin compound extraction from C. ternatea flowers

The extraction was optimized through a 22 complete multivariate design, with
central and axial points, totaling 17 experiments. The variables investigated were
temperature (30-60 °C), water volume containing 1% citric acid (5—-40 mL), and
agitation time in a water bath (2—60 min, values corresponding to axial points -1.68 and
+1.68, respectively). The complete matrix is listed in Table 1. All experimental
conditions were performed in duplicate, and the central point was performed in
sextuplicate.

The dependent variables were the total monomeric anthocyanin content and
reducing capacity by the Folin-Ciocalteu method. Extraction was performed according
to the method of Lee et al. (2005), with some adaptations. In summary, 0.1 g of a
freeze-dried sample was added from the extraction solution (composed of acidified
water with 1% citric acid) to falcon tubes in volumes. The acid was chosen based on

preliminary tests with tartaric, malic, ascorbic, and citric acids, and we observed that



121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

citric acid had the best cost-benefit. The tubes were taken to a water bath (Velp
Scientifica, Enzymatic Digester-GDE, Italy) with agitation at 300 rpm and with
temperature and time according to multivariate design. The liquid extracts were then
filtered in Whatman paper filters and analyzed for total anthocyanins and reducing
capacity.

The results were analyzed regarding the possibility of model adjustment through
analysis of variance (ANOVA) to predict the optimal extraction conditions. The optimal
extraction condition was repeated four times, and its extract was lyophilized and taken
for anthocyanin and non-anthocyanin compound identification and quantification by
UHPLC-MS" and analysis of in vivo toxicity, antioxidant activity, reducing capacity, and

antimicrobial activity (in pathogenic food bacteria).

2.4 Total monomeric anthocyanins and extract reducing capacity in the
extraction optimization process

The total monomeric anthocyanin content was determined according to Lee et
al. (2005). The filtered extracts were evaluated in a spectrophotometer (6705 UV/VIS
Spectrophotometer JENWAY) at 520 nm for anthocyanins. The total monomeric
anthocyanins were calculated by Lambert-Beer's law and expressed in mg/g of
cyanidin-3-glucoside.

The reducing capacity was determined by the Folin-Cicalteau method as per
Lee et al. (2005), with adaptations. A 0.25-mL sample/standard/extraction solution
aliquot was added to 1.25 mL of Folin-Ciocalteu 0.2 mol/L reagent solution, followed
by agitation for 10 s and rest for 5 min in the dark. Then, 1 mL of sodium carbonate
solution 7.5% was added, stirred for 10 s, and left in the dark for 120 min. Finally, the
reading was performed at 760 nm in a spectrophotometer (6705 UV/VIS
Spectrophotometer JENWAY) while considering the white color. The results were

expressed in mg equivalents of gallic acid (mg GAE) per 100 g of C. ternatea sample.

2.5 Evaluations of lyophilized extract obtained at the optimal extraction point
The optimal extraction conditions enabled us to obtain 5.78 g of lyophilized

extract per 100 g of dry flower.
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2.6 Anthocyanin identification and quantification by high-efficiency liquid
chromatography coupled to mass spectrometry

Chromatographic anthocyanin separation was achieved with a Waters
Spherisorb S3 ODS-2 C18 (3 ym, 4.6 x 150 mm, Waters, Milford, MA, USA) column
at 35 °C. The solvents used were: (A) 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) in water and (B)
acetonitrile. The gradient elution followed these parameters: 10% B for 3 min, from 10
to 15% B for 12 min, 15% B for 5 min, from 15 to 18% B for 5 min, from 18 to 30% B
for 20 min, from 30 to 35% B for 5 min, and from 35 to 10% B for 10 min. The total run
time was 60 min, followed by column reconditioning of 10 min using a flow rate of
0.5 mL/min. Double online detection was carried out in a diode array detector (DAD)
using 520 nm as the preferred wavelength and in a mass spectrometer (MS)
connected to high-efficiency liquid chromatography (HPLC) system via the DAD cell
outlet. Mass spectrometry (MS) detection was performed in positive mode using a
Linear lon Trap LTQ XL mass spectrometer (Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA)
equipped with an ESI source. Nitrogen served as the sheath gas (50 psi); the system
was operated with a spray voltage of 4.8 kV, a source temperature of 320 °C, and a
capillary voltage of 14 V. The tube lens offset was kept at a voltage of 75 V. The full
scan covered a mass range from 100 to 2000 m/z. The collision energy used was
normalized (30%), and data acquisition was carried out using the Xcalibur® software
(Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA).

Chromatographic analysis of the phenolic compounds was performed in a
Dionex Ultimate 3000 UHPLC (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA) equipped with
a DAD coupled to an electrospray ionization mass detector (LC-DAD-ESI/MS"), a
quaternary pump, an auto-sampler (kept at 5 °C), a degasser, and an automated
thermostatted column compartment. Chromatographic separation was performed with
a Waters Spherisorb S3 ODS-2C18 (5 ym, 4.6 x 150 mm, Waters, Milford, MA, USA)
column thermostatted at 35 °C. The solvents were: (A) 0.1% formic acid in water and
(B) acetonitrile. The elution gradient established was isocratic 15% B (5 min), 15 to
20% B (5 min), 20-25% B (10 min), 25-35% B (10 min), 35-50% B (10 min), and re-
equilibration of the column using a flow rate of 0.5 mL/min. Double online detection
was carried out in the DAD using 280, 330, and 370 nm as the preferred wavelengths

and in an MS connected to the HPLC system via the DAD cell outlet. The MS detection
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was performed in negative mode using a Linear lon Trap LTQ XL MS
(ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA) equipped with an ESI source. Nitrogen served
as the sheath gas (50 psi); the system was operated with a spray voltage of 5 kV, a
source temperature of 325 °C, and a capillary voltage of -20 V. The tube lens offset
was kept at a voltage of -66 V. The full scan covered the mass range from 100—-2000
m/z. The collision energy used was normalized (30%). Data were acquired using the
Xcalibur® software (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA).

The phenolic compounds (anthocyanins and non-anthocyanins) were identified
using standard compounds, when available, by comparing their retention times, UV-
vis, and mass spectra and the obtained information with data in the literature, giving a
tentative identification. A calibration curve for each available phenolic standard was
constructed based on the UV signal for the quantitative analysis. For the identified
phenolic compounds for which a commercial standard was unavailable, quantification

was performed through the calibration curve of the most similar available standard.

2.7 Galleria mellonella toxicity assay

The toxicity of the extract was evaluated using the in vivo model in Galleria
mellonella, according to Sardi et al. (2017), with some adaptations. To determine the
quantity required to kill 250% of the organisms (i.e., the lethal dose [LDso]), ten dilutions
of the optimum point of the lyophilized extract diluted in distilled water were selected.
The concentrations used were: 10, 25, 40, 55, 70, 85, 100, 115, 130, and 145 mg/mL
of extract in water. A control with distilled water was used, and G. mellonella larvae
(bodyweight: 0.20—-0.30 g) were randomly chosen, and 15 healthy larvae (no signs of
melanization) were separated for each concentration. A 10-uL aliquot of the solutions
was injected into the abdominal hemocoel (where there is greater blood flow) of G.
mellonella in the penultimate pseudo paw on the left using a Hamilton microsyringe for
gas chromatography. The G. mellonella were incubated in a BOD greenhouse at 30

°C and monitored by counting after 24, 48, and 72 h.

2.8 Antioxidant activity
The antioxidant activity of the C. Ternatea flower extract at the optimal extraction
point was determined by the DPPH and ABTS methods. The DPPH method, which is
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the ability to donate hydrogen atoms by the compounds in the sample, was performed
according to Vinholes et al. (2011, 2014). The DPPH stock solution was prepared with
24 mg of DPPH in 100 mL of methanol; the absorbance was then adjusted between
1.10 £ 0.02 to 515 nm in a microplate spectrophotometer. Then, 20 yL of the sample
was added to a 96-well microplate, and the solvent was used to obtain the extract for
the control and 200 uL of DPPH solution. The plates were shaken and kept in the dark
for 30 min, and reading was performed on a Spectra Max 190 plate reader at a
wavelength of 515 nm. The results were expressed as capturing the DPPH free

radicals using Equation 1:

[ (%) = Zcontrol” Asample 1) Equation 1

Acontrol

Where Acontrol IS the absorbance of the control reaction (containing all reagents
except the extract) and Asample IS the absorbance of the tested extract in the reaction
mixture. The ABTS free radicals were analyzed according to the method of Re et al.
(1999); 30 uL of extract and ethyl alcohol (white) were added to 3.0 mL of ABTS
solution, mixed in a vortex for 30 s, and kept in the dark for 30 min (room temperature
of 25 £ 2 °C). The reading was performed in a spectrophotometer at 734 nm. The
results were expressed as a percentage of inhibition calculated by Equation 2, where
Abswhite IS the absorbance of ethanol and Abssample is the absorbance of the extract

reaction.

Abswhite - Abssample) 100

I (%) = ( Equation 2

Abssample

2.9 Antibacterial action

The C. ternatea flower extract was diluted in 1 mL of sterilized distilled water,
and the final concentration of the extract was 1460 mg mL-. Antibacterial activity was
evaluated against three important food pathogens: Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), and Escherichia coli (ATCC 25922),
according to the methods of the Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2018).
The strains were grown in tryptone soybean agar (Acumedia, USA) and incubated at
37 °C for 24 h under aerobic conditions. The inoculum was standardized at the
concentration of 108 CFU mL* and sown in Petri dishes containing Mueller-Hinton agar

(Kasvi, Brazil). Sterilized paper filter discs (6 mm), impregnated with 20 yL of the
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extract, were placed in the agar and incubated at 37 °C for 24 h. Positive control discs
of streptomycin (10 pug) were used, and negative control discs were impregnated with
sterilized water and citric acid at 1%. The test was performed in duplicate, and an
inhibition halo around the discs indicated antibacterial activity. The results were

expressed as the mean diameter of the inhibition zones.

2.10 Minimum inhibitory and bactericidal concentrations

The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by initially
preparing bacterial suspensions of the three pathogens according to the 0.5 McFarland
scale (*108 CFU mL™). The suspensions were then prepared with a concentration of
10® CFU mLin sterilized Mueller-Hinton broth. From this inoculum, 50 mL were added
to each well of a 96-well microplate, and the extract was evaluated at different
concentrations (25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.6, 0.78, 0.39, and 0.19% in relation to the initial
extract concentration of 1460 mg mL™1). The microplates were incubated for 24 h at 37
°C. The MIC of a compound is defined as the lowest concentration capable of inhibiting
bacterial growth without any visible growth after 24 h of incubation.

To determine the minimum bactericidal concentration (MBC), the wells that
showed no visible multiplication were collected and sown in Mueller-Hinton agar. The
plates were then incubated under aerobic conditions for 24 h at 37 °C. Thus, we verified
the appearance of colonies in the plates, evidencing there were viable cells in the wells.
The MBC is the lowest concentration in which 99.9% of the cells initially inoculated
were inactivated. Thus, the concentrations that did not obtain cell culture indicated

bactericidal activity. Both experiments were carried out in triplicate.

3. Statistical analysis
Statistical analyses were performed by ANOVA at the 95% confidence level

using the Estatistica 7.0 and Design Expert 6.0.4 software.

4. RESULTS AND DISCUSSION
4.1 Extraction condition optimization
The results obtained through experimental planning are listed in Table 1. The

variables evaluated (temperature, volume, and time) were not significantly different, so
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all studied levels could be used to optimize the extraction time. The coefficient of
variation of the central point was 10.17% for the total monomeric anthocyanins and
9.87% for the reducing capacity, which are accepted values for analyses at this
concentration. This indicates no false negatives in the fit and significance tests.
Therefore, the central point (45 °C, 22.5 mL of extraction solution, and 16 min of
agitation) was chosen as the optimal extraction point.

The total monomeric anthocyanin values under the different conditions ranged
from 433.89 to 570.31 mg/100 g of flower. For reducing capacity expressed by the
Folin-Cicalteau method, there was a variation between 1470.00 and 2904.51 mg
GAE/100 g of flower. In the optimization of Santos et al. (2023) for commercially
acquired C. ternatea samples, the authors concluded that the optimal extraction
condition was 45 °C, 30 min, and ultrasound potency of 350 W; the authors found
values slightly lower than our study for total monomeric anthocyanins (301.09-353.02
mg per 100 g of flower) and reducing capacity by the Folin-Cicalteau method (24.41—
30.00 mg GAE/100 g). Escher et al. (2020) quantified the total anthocyanins of the
agueous extract of C. ternatea flowers grown in Campo Grande (Mato Grosso do Sul
State, Brazil) at 11.7 °C for 30 min and 20 ° C for 15 min, and obtaining 31.8 mg/g and
40.5 mg/q.

As demonstrated herein, C. ternatea flowers are rich in anthocyanins, which are
classified into three types: unacylated, monoacylated, and polyacylated.
Polysocylades are the anthocyanins in C. ternatea and are highly soluble in water,
demonstrating high stability (Oguis et al., 2019; Netravati et al., 2022; Thuy et al., 2022;
Santos et al., 2023). Because anthocyanins are thermolabile pigments, a high
anthocyanin content will not be obtained if the extraction time is too short due to the
low permeation capacity of the extraction solution. Nevertheless, they can degrade if

extraction times are too long (Netravati et al., 2022).
Table 1
4.2 Characteristics of the extract obtained at the optimal extraction point

4.2.1 ldentification and quantification of major anthocyanins by UHPLC-MS"

10
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The composition of anthocyanins of lyophilized C. ternatea flower extracts is
presented in Table 2. The extraction was performed in the optimal condition obtained
by multivariate design under the conditions of 45 °C, 16 min, and 22.5 mL of distilled
water acidified with 1% citric acid.

Thirteen major anthocyanins were identified in the C. ternatea flower extract
(Table 2), including fragmentation patterns obtained in sequential mass spectrometry,
which were all assigned as ternantins. The identity of each compound was designated,
when possible, based on their chromatographic behavior and UV-Vis characteristics
and the studies of Terahara et al. (1996, 1998), who isolated and elucidated the
structure of ternatins Al, A3, B2-B4, D2, D3, and C1-C5. All compounds showed
typical anthocyanin-like Uv-Vis spectra with a maximum wavelength in the range
reported for ternatins (532—-548 nm) (Terahara et al., 1996, 1998).

Compound 1 showed [M]+ with m/z at 1183 yielded fragments at m/z 935 [M-G-
malonate]+, 773 [M-2G-M]+, 465 [M-2G-malonate-G-CJ+, and 303, which could be
assigned as delphinidin. From this data, compound 1 was tentatively designated as
ternatin 4. Compound 2 presented [M+H]+ at m/z 1491 and major fragments at m/z
1243, 1081, and 773, evidencing the successive loss of malonate with glucose (248
Da), glucosyl (162 Da), and glucosyl with coumaroyl (308 Da), being tentatively
assigned as ternatin A3 (Terahara et al., 1996).

Peaks 3 and 11, which showed [M]+ with m/z at 1329, yielded fragment ions at
m/z 1081 [M-G-malonate]+, 919 [M-2G-malonate]+, 773 [M-G-M-G-C]+, 303
(corresponding to delphinidin), and were identified as ternatin C1 and B4, respectively.
These isomers were differentiated based on their Uv-Vis spectra, which gave a
maximum absorption at 537 nm for ternatin C1, and 546 for B4, corroborating Terahara
et al. (1998) for these compounds (0.01% HCI-MeOH).

Peak 4 was designated as ternatin C3 due to its molecular ion [M]+ at m/z 1021
and its fragmentation pattern, which is in agreement with compounds 1-3, yielding ions
with m/z 773, 611, 465 (M-G-M-G]+, and delphinidin at m/z 303 [M-G-M-G-G-C]+, and
with previous studies (Terahara et al. 1996). Compound 5 showed molecular ion [M]+
of m/z 1799, which matches that of ternatin A2 (Terahara et al., 1996). Moreover, the
produced ion fragments (1551, 1389, 1243, and 1081) revealed the pattern [M-G-
malonate]+, [M-2G-malonate]+, [M-3G-malonate-C]+, and [M-4G-malonate-C]+,

11
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corroborating that these groups come from positions 3, 3’, and 5’ in the delphinidin
structure.

Compounds 6-13 showed molecular ions with [M+] m/z, corroborating the
findings of Terahara et al. (1996, 1998) and other authors who also found ternatins in
C. Ternatea (Escher et al., 2020; Nair et al., 2015). Although they varied in glucose
and acylation quantities, they produced similar patterns of losses of groups G, C, and
malonate or gave m/z at 303, suggesting the presence of delphinidin. Together, these
data suggest they were linked to positions 3, 3’, and 5’ in the delphinidin structure.
Thus, they were tentatively identified as ternatin D3 (peak 6), ternatin B3 (peak 7),
ternatin B2 (peak 9), ternatin B1 (peak 11), ternatin D2 (peak 12), and ternatin D2
(peak D1). Isobaric ternatins B2 and B3 were identified according to their elution order
in the reverse phase (Vuong et al., 2021).

PRADO et al. (2019) for the extraction of anthocyanin compounds, the author
produced the extract of the flowers of Clitoria ternatea under the conditions of 60 °C
for 20 min, using water and methanol. It identified eight compounds, including ternatine
B2 and D2 and quantified 72.54 mg/g, 66.89 mg/g, respectively. The quantification for
ternatin B2 and D2 in the study were 57.94 mg/g and 32,52 mg/qg, respectively.

4.2.2 Identification of major non-anthocyanins by UHPLC-MS"

The composition non-anthocyanins of lyophilized C. ternatea flower extracts is
presented in Table 3. The extraction was performed in the optimal condition obtained
by multivariate design under the conditions of 45 °C, 16 min, and 22.5 mL of distilled
water acidified with 1% citric acid.

Nine non-anthocyanins were identified, and the fragments obtained are listed in
Table 3 and based on their chromatographic behavior, UV-Vis spectra, and
fragmentation pattern. All of them were flavonoids and belonged to the flavonol
subclass.

Peak 1 showed a deprotonated molecular ion [M-H] at m/z 755 and fragments
at m/z 609 [M-H-146] and 301 [M-H-146-146-162], suggesting the loss of two
deoxyhexoses (146) and one hexose moieties. The m/z at 301 represented the
aglycone and showed typical fragments of quercetin (m/z 271, 255, 151, and 179). The
mentioned neutral losses indicate O-glycosylation, and the presence of the aglycone

12
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as a base peak in MS2 suggests that these sugars were O-diglycosides. Thus, based
on the data and previous studies that found this compound in C. ternatea, peak 1 was
assigned as quercetin-O-rhamnosyl rutinoside (Escher et al., 2020; Nair et al., 2015).

Compounds 3 and 5, with molecular ions at m/z 609, showed ions at m/z 300
and 301, indicating a neutral loss of 308 Da, which is typical of deoxyhexose with
hexose moieties. Peak 5 was identified as rutin (quercetin 3-O-rutinoside) by
comparing its UV-Vis spectra, retention time, and fragmentation pattern with an
authentic standard. Peak 3 was inferred as quercetin-O-neohesperidoside based on
elution order and the produced ions (Chen et al., 2015). Evidence has shown that
rutinosides mostly favor the complete loss of the disaccharide unit ([M-H-308]), yielding
a higher abundance of aglycone peak than for neohesperidosides (Abdelaziz et al.,
2020; Rodriguez-Rivera et al., 2014). Moreover, neohesperidosides present more
fragment ions due to a series of ring-cross cleavage reactions in the partial glycan
structure (Rodriguez-Rivera et al., 2014), here appearing as m/z 446, 489, and 343.

Peak 6 presented [M-H] - at m/z 695 and produced similar fragmentation to
compound 3, showing the loss of 308 Da and the aglycone at m/z 301. The mass
difference between peaks 3 and 6 is 86 Da, with m/z at 651 [M-H-COz2] - and 609 [M-
H-86], suggesting the presence of a malonyl group. Thus, based on data and the
findings of Kazuma et al. (2003), compound 6 was designated as quercetin 3-O-(2"-O-
a-rhamnosyl-6"-O-malonyl) - B-glucoside. Quercetin 3-O-glucoside (peak 7, with
molecular ion at m/z 463 and main fragment at m/z 300) was identified by comparison
with an authentic standard.

Peak 2 showed a deprotonated molecular ion at m/z 625 and a main fragment
at m/z 317, resulting from the loss of 308 Da. This compound was tentatively assigned
as myricetin rutinoside. Peak 4 had deprotonated molecular ions at m/z 739 and
underwent neutral losses of 146 Da (yielding m/z 593) and 308 Da (giving aglycone
with m/z 285). The aglycone was identified as kaempferol according to diagnostic
fragments (m/z 255 and 227).

Compound 4 was identified as kaempferol-O-rhamnosyl rutinoside (Kazuma et
al., 2003). Peak 7 showed [M-H]  at m/z 593 and produced a main ion at m/z 285 after
the neutral loss of 308 Da. The mass difference between compounds 4 and 7 is 146

Da, suggesting the absence of rhamnose moiety in the latter. Peak 6 was inferred as
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kaempferol 3-O-neohesperidoside, as its retention time unmatched that of authentic
standards of kaempferol 3-O-rutinoside (which also bears deprotonated molecular ion
at m/z 593). Moreover, it presented a significant fragment at m/z 429 [M-H-164] due to
the loss of a rhamnose moiety, which is characteristic of kaempferol 3-O-
neohesperidoside (Kite et al., 2009).

Compound 8, with deprotonated molecular ions at m/z 679, produced ions at
m/z 635 [M-H-44], 593 [M-H-86], and 285 [M-H-86-146-162], evidencing the presence
of malonyl, deoxyhexose, and hexose moieties. Based on these characteristics and
the findings of Kazuma et al. (2003), this compound was identified as kaempferol 3-O-
(2”-O-a-rhamnosyl-6"-O-malonyl)-B-glucoside.

AZIMA et al. (2017) for extracting the flowers of C. ternatea obtained from
Santan, Perlis, Malaysia, produced the extract in distilled water stirring for 10 min at a
temperature of 100 ° C and quantified 0.18 mg/g de kaempferol, 0.01 mg/g of quercetin
and 2.96 mg/g of rutin. PRADO et al. (2019) quantified a higher value for kaempferol
(462.63 mg/g) e quercetin (89.93 mg/g), amounts similar to the study that presented
35.25 mg/g a 412.14 mg/g of kaempferol e 25.21 mg/g to 135.50 mg/g of quercetin
and rutin. MAKASANA et al. (2017) quantified 8.85 mg/g of quercetin and 55.00 mg/g
of kaempferol from leaves of C. ternatea from India extracted for 60 min at 80° C with

methanol.

Tables 2 and 3

3.2.2 Galleria mellonella toxicity assay

The in vivo G. mellonella toxicity assay with concentrations between 0.4 and 5.8
g of lyophilized extract per kg of body weight is presented in Figure 1. We observed
that up to 2.2 g of extract/kg body had no toxicity in vivo, with a 100% survival rate 72
h after injection. The LDso was calculated using the polynomial model at 5.08 g of
extract/kg body.

Figure 1
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A fruit species from Brazil, called Eugenia spp., was evaluated. The extracts
capable of killing 50% of the population had average lethal doses of 1.5 g/kg for E.
leitoniii (seeds), 2.5 g/kg for E. brasiliensis (seeds), and 1.25 g/kg body for E.
brasiliensis (leaf) (Sardi et al., 2017). In another study conducted by Soares et al.
(2019), the authors employed E. stipitata, R. rosaefolius, and S. mombin extracts and
found that only the S. mombin extract led to a survival rate of 50% at 10 g/kg body; the
other extracts did not exert toxic effects on the larvae until the concentration of 5 g/kg.

Srichaikul (2018) evaluated the aqueous extract toxicity of C. ternatea flowers
using Wistar albino rats and reported that the oral dose of 2000 g/kg body showed no
mortality and abnormality in the animals, corroborating our data whose values were
lower because it is a lyophilized aqueous extract. Notably, the G. mellonella model is
a low-cost and well-validated approach whose results correlate with those observed in

mammals (Sardi et al., 2017).

3.2.3 Reducing capacity and antioxidant activity

The reducing capacity was expressed by the Folin-Cicalteau method and
antioxidant activity against DPPH and ABTS radicals were evaluated in the lyophilized
extracts obtained when the optimal extraction condition was used. The extract
presented a reducing capacity of 806.92 mg GAE/100 g in dry extract, which is higher
than the values obtained by Santos et al. (2023), with 24.41-30 mg GAE/100 g of
commercially-obtained C. ternatea powder samples. Nascimento et al. (2021)
employed ultrasound extraction and acquired 5.23-26.4 mg GAE/100 g of oven-dried
C. teranate flower extract. In addition, Indrianingsih et al. (2021) revealed that the
reducing capacity measured by the Folin-Ciocalteu method of C. ternatea aqueous
extract obtained 2982 mg GAE/g in dry extract. These differences may be related to
compound concentrations due to the lyophilization process applied. Furthermore, other
factors include the acid used, extraction method, and obtaining the raw material,
whether commercially as dried flowers, powdered, or fresh.

C. ternatea flower extracts are characterized by relatively high antioxidant
properties. This study presented 17.95% inhibition against PDPH and 53.07% against
ABTS. These values are higher than the data of Netravati et al. (2022), who evaluated

the antioxidant activity of a C. ternatea flower extract obtained by microwave-assisted
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extraction and found an inhibition index of 3.49 uL/mL for DPPH and 2.42 pyL/mL for
ABTS. Indrianingsih et al. (2021) tested extracts and fractions of C. ternatea flower
extract in methanol extract and hexane soluble fractions and inhibition indexes were
not detected. However, the soluble fraction in dichloromethane and ethyl acetate
presented an inhibition index of 5.3 and 4.9%, respectively.

These DPPH and ABTS assays are standard methods for evaluating antioxidant
activity, relatively stable, and sensitive because they are organic radicals. In addition,
these methods are important for screening before more expensive and advanced
techniques are applied. Phenolic compounds and other types of bioactive compounds

present are responsible for antioxidant activity (Indrianingsih et al., 2021).

3.2.4 Microbiological analysis

The emergence and spread of anti-microbial-resistant pathogens are becoming
a global problem (CDC, 2022). To minimize the use of antibiotics in agriculture and, at
the same time, meet consumer demands, effective alternative approaches, such as
the use of natural preservatives to conserve food, should be explored (Sun et al.,
2018). In the present study, it was possible to verify that the C. ternatea extract
inhibited all bacterial strains tested, both Gram-positive and Gram-negative (Table 4).
Gonelimali et al. (2018) reported that plant extracts significantly affect the cell
membrane of Gram-positive and Gram-negative bacteria through internal pH decline
and hyperpolarization of the cell membrane, concluding that plant extracts are
excellent natural antimicrobials with the potential to be employed as food

preservatives.

Table 4

Nevertheless, Gram-positive bacteria (S. aureus) were more susceptible to the
extract (inhibition halo diameter = 25 mm) than Gram-negative bacteria (S.
Typhimurium and E. coli; inhibition halo diameters = 17 and 18 mm, respectively).
Previous data also showed the antibacterial action of C. ternatea extract using the agar
diffusion disc assay and reported diameters of inhibition halos ranging from 7 to 26 mm

for different bacterial genera evaluated (Leong et al., 2017). In addition to the present
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study, evidence has demonstrated that Gram-positive bacteria are more susceptible to
plant extracts than Gram-negative bacteria (Maia et al., 2019; Yuan et al., 2021).
Santos et al. (2023) evaluated the antimicrobial potential of C. ternatea flower extract
by disc diffusion method against Gram-positive bacteria (S. listeria monocytogenes
and Bacillus cereus) and Gram-negative bacteria (E. Coli, Klebsiella Aerogenes, and
S. Typhimurium). The authors inhibited three pathogens of the six evaluated: S.
Typhimurium, L. monocytogenes, and K. aerogenes.

Our findings showed that MIC values ranged from 5.7 to 11.4 mg mL* and MBC
from 22.8 to 45.6 mg mL™ (Table 4). In the literature, varying MIC of C. ternatea extract
are found against several bacterial pathogens, and this variation may be due to the

different extraction protocols or strains used in the experiments (Jeyaraj et al., 2022).

5. CONCLUSIONS

A simple, fast, cheap, and low environmental impact method was optimized for
extracting Clitoria ternatea flower anthocyanins through multivariate optimization. The
optimal extraction condition was obtained with 0.1 g of lyophilized flower and 22.5 mL
of acidified water with 1%citric acid (0.44% w/v), subjected to agitation for 16 min at 45
°C, which enabled us to obtain an edible extract of chemical and technological
characteristics with significant potential given the ability of the extract to inhibit some
of the main pathogenic bacteria responsible for food outbreaks. Given our promising
findings, we suggest that future studies incorporate the extract into active packaging
for food conservation and smart packaging for quality monitoring.

The major anthocyanins were ternatins B1-B3 and A2, and the non-
anthocyanins were kaempferol 3-O-neohesperidoside, kaempferol-O-rhamnosyl-
rutinoside, and quercetin 3-O-(2"-O-a-rhamnosyl-6"-O-malonyl)-B-glucoside, which
were identified by UHPLC/MS". Anthocyanins have great potential as natural food
dyes, as the extracts showed low toxicity in the in vivo assays. Nevertheless, further
in-depth research is necessary to evaluate the stability of the extract against external

factors, such as luminosity and heat treatment.
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TABLE CAPTIONS

Table 1. Decoded variables and responses obtained in multivariate design to obtain
the Clitoria ternatea flower extracts.

Table 2. Anthocyanin identification and quantification in the lyophilized extract of
Clitoria ternatea (mg 100 g1)

Table 3. Identification and quantification of non-anthocyanins in the lyophilized extract
of Clitoria ternatea (mg 100 g?).

Table 4. Antibacterial action, minimum inhibitory concentration, and minimum

bactericidal concentration of Clitoria ternatea flower extract against pathogens.

FIGURE CAPTIONS
Figure 1. Toxicity of Clitoria ternatea flower extract in a Galleria mellonella larvae

model. The LDso was determined by polynomial mathematical calculation.
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Table 1. Decoded variables and responses obtained in multivariate design to obtain Clitoria

ternatea flower extracts.

\L/:\r/zzgle)s and Coded Variables and Decoded Levels Results (mg/100 g)@

A B c -I;::;perature E/rr?:_u)me ;rrlr:?ne) Zr?':ﬁi)cyanins Reducing capacity
-1 -1 -1 36.1 12.1 7.7 433.89 2242.56
1 -1 -1 53.9 12.1 7.7 526.90 2252.20
-1 1 -1 36.1 32.9 7.7 473.75 2090.14
1 1 -1 53.9 32.9 7.7 492.68 1567.86
-1 -1 1 36.1 12.1 24.3 466.34 2265.28
1 -1 1 53.9 12.1 24.3 523.59 2602.81
-1 1 1 36.1 32.9 24.3 504.41 2496.88
1 1 1 53.9 32.9 24.3 478.75 1940.62
0 0 0 45 22.5 16 450.29 2753.47
0 0 0 45 225 16 554.63 2904.51
0 0 0 45 22.5 16 471.52 2614.85
-1.68 0 0 30 225 16 464.66 2048.53
1.68 0 0 60 22.5 16 470.44 2175.41
0 -1.68 0 45 5 16 456.28 1470.00
0 1.68 0 45 40 16 570.31 2908.08
0 0 -1.68 45 225 2 475.29 2283.00
0 0 1.68 45 225 30 469.54 1505.78

@ A: temperature (°C), B: volume (mL), C: time (min). @ Total monomeric anthocyanins: expressed in

mg cyanidine-3-glycoside/100 g of dry flower. Reducing capacity obtained by the Folin-Cicalteau

method: expressed in mg equivalent of gallic acid (mg GAE)/100 g of dry flower.
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Table 2. Anthocyanin identification and quantification in the lyophilized extract of Clitoria ternatea (mg 100 g)

Major  ion Lo e Average
Peak Rt nm (M+ or M+H) lon fragment (MS2) lon fragment (MS3) lon fragment (MS4) Tentative identification concentration SD
935, 1139, 773, 1021, .
1 16.67 1183 To0y 850 1168 773, 611, 627, 303 Ternatin C4 257 + 0.03
2 18.18 303,543 1492 [M+H] 1244 1082, 919, 774, 936, 611 Ternatin A3 8.61 + 0.45
3 2391 300,543 1329 1081, 1285 1243, ..3 919 11, 303 611, 629, 465,303  Ternatin C1 or B4 16.80 + 336
: ' 1167, 1021, 919, 773 , 919, 611, » 629, 465, : * 3
4 23.91 1021 gﬁ 42;7' 935, 859, 611 627, 465, 303 Ternatin C3 16.80 + 336
5 2045 291,546 1799 1551, 1755, 1713,1637, éﬁg' 1227, 1081, 773, Ternatin A2 20.15 + 2.85
6 30.82 1167 gﬁ' 1081, 963, 859, 411 773 303, 465 Ternatin D3 11.76 + 0.78
7 32.88 1637 1389, 1593, 1513, 1475 %%7’6111191’ 1081, 919, 419 611 Ternatin B3 23.08 + 542
8 36.7 292,543 1551 1389 ggl 919, 1081, 1227, ggdrolyzed ternatin B3 or 582 + 1927
1390, 1552, 1594, 1228, 1244, 1082, 920, .
9 37.21 202,546 1638 [M+H] 1500 22550 520 77 o1 Ternatin B2 57.94 + 11.10
10  37.66 289, 546 1946 1700 égf& 1391,1230, 1083, 4,7 1999 1392, 774 Ternatin B1 44.47 + 831
11 37.66 289,546 1329 1081, 1285, 1167, 1243 919, 773, 611, 465 iéé’ 303, 773, 757, tornatin B4 or C1 44.47 + 831
12 38.83 294 546 1475 1227, 1167, 1430 919, 1081, 773, 611, 465 222’ 611, 773, 757, tematin D2 32.52 + 589
1536, 1740, 1698, 919, 1228, 1081, 1390, .
13 409 293 552 1784 Loy 1081 re0s 303, 466, 611 Ternatin D1 30.92 + 558

Rt: retention time; nm: 520; SD: standard deviation; NQ:

Below the limit of quantification. Average from triplicate (n = 3).
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Table 3. Non-anthocyanin identification and quantification in the lyophilized extract of Clitoria ternatea (mg 100 g1)

Major ion (M- Average

Peak Rt nm H) lon fragment (MS1) Tentative identification concentration SD

1 8.15 354, 256 755 300, 301, 489, 591, 609 Quercetin-O-rhamnosylrutinoside 25.21 + 0.24
2 11.11 354, 256 609 300, 301 Quercetin-O-neohesperidoside 40.55 + 8.29
3 11.49 347, 266 739 284, 285, 575, 593 Kaempferol-O-rhamnosyl-rutinoside 135.50 + 1.89
4 12.79 354, 257 609 301 Rutin

5 13.01 695 300, 609 E-l;]i:iﬁgir:]le 3-0-(2"-0-a-rhamnosyl-6"-O-malonyl)- 37.40 + 0.68
6 13.91 348, 266, 229 593 284, 285 Kaempferol 3-O-neohesperidoside 412.14 + 17.21
7 14.27 463 300, 301 Quercetin 3-O-glucoside NQ + NQ

8 16.37 679 635 Kaempferol malonyl rutinoside 35.25 + 3.12

Rt: retention time; nm: 330. SD: standard deviation; NQ: Below the average quantification limit from triplicate (n = 3)
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Table 4. Antibacterial action, minimum inhibitory concentration, and minimum

bactericidal concentration of Clitoria ternatea flower extract against pathogens.

Halo size Control MIC MBC
Pathogens " . —

(mm) Water Citric acid Gentamicin Mg mL1
Staphylococcus aureus 25 25 No halo  No halo 23 11.4 22.8
Escherichia coli 18 18 No halo No halo 13 56 45.6
Salmonella typhimurium 17 17 No halo No halo 17 11.4 228
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Figure 1. Toxicity of the Clitoria ternatea flower extract in a model of Galleria mellonella

larvae. The lethal dose (LDso) was determined by polynomial mathematical calculation.
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Resumo

A busca por embalagens comunicativas tem crescido no meio cientifico e vem sendo
cada vez mais reconhecida pelos consumidores como uma forma inteligente de ofertar
alimentos seguros e saudaveis. Filmes de acetato de celulose contendo extrato
antocianico da flor da Clitoria ternatea e da flor liofilizada foram produzidos em
diferentes concentragfes (20% e 30%, p/p). Os filmes foram produzidos pela técnica
de casting e avaliados quanto a morfologia, atividade antioxidante, solubilidade em
agua, parametros de cor, atividade microbiolégica e potencial como indicador de
patdgenos. A morfologia dos filmes indicou uma estrutura rigida, semi-transparente,
contendo particulas sélidas e espessura elevada. Os filmes apresentaram atividade
antioxidante em ambos radicais estudados (ABTS e DPPH). A solubilidade em agua
dos filmes foi baixa (0,09% a 0,11%), demonstrando potencial dos filmes para serem
adicionados em embalagens, podendo ocorrer o contato com o alimento por se tratar
de um filme atéxico. A andlise de cor dos filmes, expostos a diferentes pHs néo diferiu.
Porem, no extrato e na flor liofilizada ocorreu a mudanca de cor, sendo promissores
como indicadores de pH. O principal achado foi na area microbiologica, onde foi
constatada a modificacdo da cor do extrato e dos filmes frente ao crescimento de
bactérias gram-negativas (S. Typhimurium e E. coli), passando da coloracao roxa para
verde quando h& contaminacdo. Tal resultado indica o potencial dos filmes para serem
empregados como indicador de mudanca de cor associada a alteracbes

microbiolégicas relevantes na area de alimentos.

Palavras-chaves: biodegradavel; embalagem; filme; bactérias.
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1. Introducéo

Os polimeros mais utilizados para fabricacdo de embalagens para alimentos
sdo os sintéticos ou artificiais, em geral derivados do petréleo e desenvolvidos em
laboratorio. Essas embalagens plasticas tém baixo custo de producdo e maior
durabilidade em relacdo a outros materiais. Além de possuir 6timas condi¢cfes de
barreira e protecao para os alimentos, por exemplo, luz, umidade, gases, entre outras.
No entanto, esses materiais possuem desvantagens no que se relaciona ao meio
ambiente, visto que ndo sao biodegradaveis, se acumulam ao longo do tempo
causando elevado impacto poluente na natureza. Diante disso, tem-se a necessidade
de materiais desenvolvidos com polimeros naturais, causando o menor impacto
ambiental (GASTI et al., 2022).

O acetato de celulose, obtido da parede celular de plantas e vegetais, esta
amplamente distribuido na natureza. E um polimero natural, amorfo, atoxico, inodoro,
biodegradavel e possui boas caracteristicas para o desenvolvimento de filmes
biodegradaveis (ASSIS, 2021). Esses filmes sédo obtidos, em geral, pela técnica de
casting, caracterizada pela solubilizacdo do biopolimero em acetona, seguido da
incorporacgao dos bioativos e por fim o plaqueamento e secagem dos filmes (ASSIS et
al., 2017).

As caracteristicas desse biomaterial € a obtencao de um filme fino, rigido, baixa
elasticidade, hidrofébico, baixa opacidade e elevada transparéncia (ASSIS, 2021).
Todavia, essas caracteristicas citadas dependem da quantidade do polimero,
presenca de agentes plastificantes e carga de compostos bioativos. A adicdo de
compostos bioativos em filmes (por exemplo antocianinas e compostos fendlicos nédo
antocianicos) tem a possibilidade de desenvolver uma embalagem ativa e inteligente,
com a capacidade de conservar e monitorar, respectivamente, para garantir a

qualidade do alimento e a comunica¢cdo com o consumidor (ASSIS, 2021).

Os termos “embalagens ativas” e “embalagens inteligentes” possuem conceitos
interligados, pois podem atuar juntas, pois cada uma possui uma agao distinta. A

embalagem ativa tem como propdésito interagir com o alimento, adicionando um
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composto bioativo encapsulado, o qual sera liberado ao longo de um periodo na
atmosfera onde encontra-se o produto (WEN et al., 2016b). As embalagens
inteligentes tem como principal caracteristica monitorar as condi¢des do alimento e
informar em tempo real o estado do produto, utilizam a fungdo de comunicagdo com
o consumidor (VANDERROOST et al., 2014; GHAANI et al., 2016; MA et al., 2016). E
sabido, a algum tempo atras, as embalagens inteligentes eram desenvolvidas
somente com a incorporacdo de substancias sintéticas na matriz polimérica, porém,
essas substancias quimicas sao prejudiciais, podendo causar alteragdes no alimento,
consequentemente ao consumidor, além de danos ao meio ambiente ( SANTOS, et
al., 2023; MOHEBI et al., 2015; SILVA-PEREIRA et al., 2015; GHAANI et al., 2016).
Atualmente, estudos s&o realizados para desenvolver embalagens inteligentes com
adicdo de corantes oriundos de fontes naturais (SANTOS, et al.,, 2023; CHALES,
2018; PRIETTO et al., 2017).

Os sistemas mais estudados de embalagens inteligentes sdo os sensores e
indicadores. Um sensor pode ser definido com um dispositivo utilizado para localizar,
quantificar ou detectar (BIJI et al., 2015; PEREIRA, 2017). Os indicadores podem
indicar alteracdes quimicas ou contaminacdo por microrganismos em alimentos
embalados (YIN et al., 2023; ROY&RHIM, 2021).

As antocianinas sdo pigmentos polares, sollveis em agua e sédo encontradas
em diversas matrizes distribuidas pela natureza (KALT et al., 2000 , HONGYAN et al.,
2012; KHOO et al., 2017; AZIMA et al., 2017). Sdo de facil extracdo, com métodos
atoxicos, de baixo custo e biodegradaveis. As flores da Clitoria ternatea sao fontes
desses compostos antocianicos. Os compostos majoritarios presente nas flores sao
as antocianinas (ternatinas), além dos compostos ndo antocianicos, kaempferol e
guercetina; aos quais tem sido associados o potencial antioxidante e antimicrobiano
evidenciado nas pesquisas (KRITHIGA et al,.2015; SYAHIRAH et al., 2018;
HAVANDA et al., 2019; OGUIS et al., 2019). Ao que consta aos autores, com base na
literatura cientifica consultada, ndo foram encontrados estudos a respeito da producéo
de filmes a base de acetato de celulose incorporados com extrato da Clitoria ternatea
para aplicacdo no monitoramento da qualidade de alimentos.
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Diante do exposto, o0 objetivo desse estudo foi a obtencéo de filmes de acetato
de celulose, incorporados com extrato liofilizado da Clitoria ternatea e flor liofilizada
da Clitoria ternatea, em diferentes concentrag¢des. Os filmes foram caracterizados pela
sua avaliagdo macroscépica, morfologia, espessura, atividade antioxidante,

solubilidade, umidade, cor e atividade microbioldgica.
2. Material e métodos

O estudo foi realizado nos laboratérios do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial (DCTA), Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel” (FAEM)
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), situado no Campus Capéao do Ledo. Os
reagentes utilizados foram: acetona P.A. (Synth/Diadema -SP/Brasil); acetato de
celulose P.A (Aldrich chemistry/St-Louis-MO/USA CAS 9004-35-7); cloreto de
potassio P.A (Vetec/Duque de Caxias-RJ/Brasil); acido cloridrico P.A (Exodo
cientifica/Hortolandia-SP/Brasil); citrato de soédio P.A (Synth/Diadema -SP/Brasil);
fosfato de sédio monobasico P.A (Dindmica/Brasil CAS 7778-770); fosfato de sodio
dibdsico P.A (Vetec/Duque de Caxias-RJ/Brasil); Radicais livres 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina) acido 6-sulfénico (ABTS; Sigma Aldrich, CAS 30931-67-0/EUA) e
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH; Sigma Aldrich, CAS 1898 -66-4/india); metanol P.A
(éxodo cientifica, CAS 67-56-1/Brasil); persulfato de potassio P.A (Synth/Brasil); alcool
etilico P.A (Dinamica/Brasil).

2.1. Obtencéao das flores e preparo do extrato

Para obtencao das flores da Clitoria ternatea, realizou-se o cultivo inédito dessa
planta na Regido Sul de Pelotas, precisamente no municipio do Capao do Ledo/RS.
As sementes doadas por um produtor do estado de S&o Paulo, Brazil, foram
plantadas, seguido do desenvolvimento e colheita das flores. As pétalas foram
armazenadas em Ultrafreezer (-70° C), até serem secas por liofilizacdo. O material
seco, foi moido em moedor comum de café (Boca Raton/FL, EUA) e o po0 resultante

foi armazenado em freezer (-18° C) até o momento da analise.
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Para o preparo dos filmes a partir das flores foi utilizado p6 das flores liofilizado
e moido. Para os filmes preparados com extrato, o po das flores foi submetido a
extracdo conforme metodologia descrita por Gongalves et al. (2023): 0,1 g de po
liofilizado das flores da Clitoria ternatea foi adicionado em 22,5 mL de solugao
extratora (dgua acidificada com 1% de acido citrico), em tubos falcon. Os tubos foram
levados a banho maria (45 °C) (Velp Scientifica, Enzymatic Digester-GDE, Italia) com
agitacdo em 300 rpm por 16 min. Em seguida, os extratos liquidos foram filtrados em
filtros de papel tipo Whatmann e levados para liofilizagéo.

2.2. Preparo de filmes pela técnica de casting

Para obtencdo dos filmes pela técnica de casting, seguiu-se metodologia
proposta por ASSIS et al. (2017) com algumas adaptacfes. Resumidamente, foi
utilizado 3 g de acetato de celulose como material polimérico e 100 mL de acetona.
Para completa solubilizacdo agitou-se magneticamente a solugédo por 1 hora. Em
seguida, foram adicionados 20% e 30% de extrato liofilizado das flores da Clitoria
ternatea (p/p, extrato/acetato de celulose) e 20% e 30% do po6 das flores (p/p,
flores/acetato de celulose). As solucdes foram mantidas sob agitagcdo magnética por
mais 15 minutos. Entéo, as solugdes filmogénicas foram colocadas em placas de vidro
(0,39 g/cm?) e submetida a secagem por evaporacéo de solvente por 24 horas em
capela sem circulacdo de ar. O filme controle foi preparado nas mesmas condi¢des,
exceto que o extrato antocianico ou po das flores néo foi adicionado. As concentracdes
do polimero, extrato, p6 das flores e condi¢cdes de secagem foram definidas a partir
de testes preliminares. Apds a obtencao, os filmes foram armazenados por 48 horas
em temperatura ambiente (25 °C + 2 °C) e umidade relativa do ar (UR) ~60%) antes

de serem caracterizados.

2.2.1. Caracterizacao dos filmes
2.2.1.1. Morfologia

A avaliagdo da morfologia foi realizada por Microscopio Eletrénico de Varredura
(MEV), onde as amostras foram revestidas com ouro em metalizador. O diametro

médio dos filmes foi medido na superficie e do corte do filme. Por fim, obteve-se uma



143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

imagem do MEV, com medidas aleatdrias utilizando o software ImageJ (versao 2015)
(FONSECA et al., 2020).

2.2.1.2. Espessura

A espessura do filme (mm) foi determinada com um micrométro digital
(Electronic outside IP54), através de seis leituras em pontos aleatérios dos filmes
(PRIETTO, 2017). A avaliacao foi feita em triplicata.

2.2.1.3. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos filmes de acetato de celulose com extrato liofilizado
das flores da Clitoria ternatea a 20% e 30% e das flores liofilizadas a 20% e 30% foram
avaliadas pelo método de inibicdo do radical 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) e
do radical 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico) (ABTSe+). O método
de DPPH foi seguido BRAND-WILLIAMS et al., 1995, é baseado na captura do radical
DPPH por antioxidantes. O DPPH que possui cor purpura é reduzido formando difenil-
picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da
absorcdo, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia (515
nm).

Para a analise, primeiramente, foi preparada a solucédo estoque, pesando 24
mg de DPPH em 100 mL de metanol. Logo, tirou-se uma aliquota de 10 mL e dilui-se
em 45 mL de metanol, absorbancia dessa solucéo foi ajustada para 1,1 + 0,02 nm em
espectrofotometro (6705 UV/VIS Spectrophotometer JENWAY) no comprimento de
onda de 515 nm. Em seguida, pesou-se 2 mg de filme e adicionou-se 3,9 mL do radical
DPPH recentemente preparado. Agitou-se em vértex por 30 s e ficaram mantidos no
escuro por 30 minutos até o momento da leitura. Os resultados foram expressos em

atividade antioxidante % de inibicdo do radical DPPH visto na equagéo 1:

ABSbranco—ABSamostra
ABSbranco

% de inibigéo = |( )] x 100 Equagcdo 1

Para reacdo com o radical ABTS++, a solugédo estoque de ABTS++ 7,4 mM foi

preparada pesando 192 mg de ABTS diluido em agua destilada, foi completado o
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volume em baldo volumétrico de 50 mL. Para solucdo de persulfato de potassio 140
mM, pesou-se 378,4 mg de persulfato de potassio e adicionou-se em baldo
volumétrico de 10 mL com agua destilada. Em seguida, 5 mL da solug&o estoque foi
misturada em 88 L de persulfato de potassio, essa solucéo do radical foi mantida no
escuro por 16 horas em frasco ambar e em temperatura ambiente. Uma aliquota de 1
mL da solucdo do radical foi diluida em 80 mL de alcool etilico para ajuste de
absorbancia 0,70 nm £ 0,05 nm a 734 nm, em espectrofotdmetro (6705 UV/VIS
Spectrophotometer JENWAY).

Para reacdo com os filmes, 2 mg de filme foram adicionados em 3 mL do radical

ABTS, foi agitado em vortex, e mantido no escuro por 30 minutos.

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo calculada pela
equacao 2, sendo "Absprance” a absorbancia do etanol e "Absamostra” € a absorbéancia

da reacédo do extrato:

Inibigao do ABTS (%) = £2ranc Absamosta), g Equagéo 2

Absbranco

2.2.1.4. Solubilidade e teor de umidade

A solubilidade dos filmes foi determinada de acordo o método de Gontard et
al.(1994). A andlise foi realizada em triplicata, onde os filmes foram cortados em
circulo com diametro de 2,5 cm e foram secos em estufa a 105 °C por 24 horas até
massa seca constante para retirar umidade. Os filmes foram imersos em 50 mL de
agua destilada em tubos falcons. Os tubos foram agitados em mesa agitadora
horizontal por 24 horas a 25 °C. Apés, os filmes remanescentes foram retirados dos
tubos, secos em estufa a 105°C até peso constante para determinacdo da massa seca
final da amostra. A solubilidade foi expressa em termos de massa solubilizada, através

da relacao entre a massa inicial e final dos filmes, conforme equacao 3:

_ (MASSAINICIAL-MASSA FINAL) X 100

SM
MASSA INICIAL (g)

Equacéo 3
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O teor de umidade dos filmes foi determinado pelo método descrito pela
Associacdo Americana de Quimicos de Cereais (AACC 1995) em estufa a 105 °C com

circulacdo natural de ar até massa constante; os resultados foram expressos em (%).

2.2.1.5. Andlise de cor do extrato, pé da flor e filmes expostos a

diferentes pHs

As solucdes tampdes foram feitas pelo método descrito por Gomori (2004). Foi
preparado solucdes de tampéo de pH do 2 ao 8. Para o tampéao pH 2 foi utilizado
solucdes estoque de cloreto de potassio (KCI) a 0,2 M e acido cloridrico a 0,2 M. Para
os tampdes pH 3,4,5 e 6 foi utilizado acido citrico a 0,1 M e solucao de citrato de sodio
a 0,1 M. Para o tampéo pH 7 e 8 foi utilizado solu¢do estoque de fosfato de sodio
monobasico a 0,2 M e fosfato de sédio dibasico a 0,2 M. Todas as solu¢cdes foram

ajustadas em pHmétro (KASVI).

Foi utilizado 10 mg de extrato liofilizado, 10 mg de p6 da flor e filmes inteiros

(35x10 mm). A obtencao do extrato seguiu-se metodologia de Lee et al. (2005).

O espectro das cores dos filmes em diferentes pHs foi determinado por meio
de colorimetro, em cinco localizacbes aleatérias na amostra. De acordo com a
metodologia de Prietto, et al. (2017), os filmes foram colocados em um fundo branco
padrdo antes da medicdo. Os resultados foram expressos em termos de valor L *
(luminosidade; 0 € preto puro e 100 é branco puro), croma a * (- é verde e + é

vermelho) e croma b * (- € azul e + é amarelo).

A opacidade foi determinada como a relacdo entre a opacidade do filme
sobreposto ao padrao preto (S vlack ) € ao padrao branco (S white ), €m conformidade
com a equacgéo 4 (HUNTERLAB, 1997):

SBlack
SWhite

OPACITY=

X100 Equacéo 4

Os filmes inteiros (35x10 mm) foram imersos em 5 mL de diferentes solugbes

tampdes de pH (2 ao 8). Em seguida, as pecas foram secas em estufa com circulagao
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de ar a 30 ° C por 15 min. A mudanca na cor (AE) dos filmes expostos em diferentes

pHs foi calculada usando a Equacéo 5.

AE \J[(AL %) + (Aa *)? + (Ab %)?
ALx= AL * —L0 *
Aax= a * —a0 *

Abx= Ab * —b0 * Equacgéo 5

Onde AE é a mudanca de cor; L*, a * e b* sdo os atributos de cor dos flmes em
cada valor de pH;eLo* ao*e bo*sdo os parametros de cor da amostra de

referéncia.
2.2.1.6. Potencial antibacteriano do extrato e filme

A atividade antibacteriana foi avaliada pelo método de difusdo em &gar segundo
Hendessi et al. (2016). Os filmes foram cortados em discos de 6 mm de diametro e
dispostos no centro das placas de Petri contendo agar Mueller Hinton (MHA, Kasvi,
Brasil) previamente inoculado com a bactéria a ser testada (108 UFC.mL?). Foi
avaliada a susceptibilidade de micro-organismos Gram-positivos (Listeria
monocytogenes ATCC 7644) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Gram-
negativos (Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) e Escherichia coli (ATCC 25922).
As placas foram incubadas a 37 °C, durante 24 h. O diametro da zona de inibi¢cao foi

entdo medido.
3. Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas por meio de andlise de variancia

(ANOVA) com 95% de confianga, utilizando o software estatistica 7.0.
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4. Resultados e discussao
4.1. Avaliagdo macroscopica dos filmes incorporados com extrato das
flores da Clitoria ternatea

As caracteristicas macroscopicas dos filmes produzidos contendo 20% e 30%
com e sem extrato das flores da Clitoria ternatea estdo apresentadas na Figura 1. Os
filmes contendo 20% e 30% de extrato liofilizado apresentaram transparéncia, no
entanto, é nitido a presenca de particulas, as quais ndo foram totalmente
solubilizadas. Os filmes ndo apresentaram superficie totalmente lisa, apresentando
algumas rugosidades e bastante rigido. O filme controle é esbranquicado e apresenta
muitas rugosidades.

A Figura 2 apresenta os filmes contendo 20% e 30% de flor liofilizada e o
controle. Ambos filmes contendo flor liofilizada apresentaram cor rosa intensa, o filme
contendo 20% de flor liofilizada apresenta baixa transparéncia, ja o filme contendo
30% de flor liofilizada apresentou alta opacidade. Também é possivel observar a
presenca de particulas sdlidas e rugosidade. O filme controle apresenta rugosidades

e baixa transparéncia devido a coloragéo branca.

10
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265 Figura 1. Avaliacdo macroscoépica dos filmes obtidos com 20 e 30 % de extrato liofilizado de Clitoria
266  ternatea e filme controle obtido somente com acetato de celulose.

267 prrCap " e SR - .

268  Figura 2. Avaliacdo macroscoépica dos filmes obtidos com 20 e 30% do p6 da flor de Clitoria ternatea e
269 filme controle obtido somente com acetato de celulose.
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4.1.1. Morfologia

A morfologia dos filmes de acetato de celulose incorporadas de extrato
liofilizado, flor liofilizada e do filme controle, estédo apresentados na Figura 3. O filme
controle (Figura 8A) demonstrou superficie lisa, sem poros ou trincas. Assis (2021)
demonstrou caracteristicas semelhantes em seu estudo com filme controle de acetato

de celulose e acetona como solvente.

Os filmes contendo extrato 20% e extrato 30% (Figuras 8B e 8D,
respectivamente) apresentaram bolhas em sua superficie. Ja os filmes contendo flor
20% e flor 30% (Figuras 8C e 8E, respectivamente) apresentaram particulas na
superficie, oriundas dos sélidos contidos nas flores, os quais ndo foram solubilizados
na dispersédo. As Figuras 8F, 8G, 8H, 8l e 8J indicam a sec¢éao transversal dos filmes.
Goncalves et al. (2019) obtiveram filmes de acetato de celulose com adicdo do
plastificante glicerol, e demonstraram em seu estudo caracteristicas semelhantes as
encontradas no presente estudo, onde os filmes apresentaram rugosidade, baixa
transparéncia e opacidade e bolhas. Essas condicdes estdo diretamente ligadas a
secagem (VILLALOBOS et al., 2005).
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Figura 4. Morfologia da superficie e da lateral dos filmes de acetato de celulose: Controle (A e F),
extrato 20% (B e G), flor 20% (C e H), extrato 30% (D e 1) e flor 30% (E e J).

4.1.2. Espessura e atividade antioxidante

A espessura do filme controle variou de 0,183 mm a 0,329 mm, e apresentou a
maior espessura, seguido do filme contendo extrato a 20% das flores da Clitoria
ternatea (Tabela 1). Os filmes ndo demonstraram diferencas de espessura quando
adicionado as diferentes concentragées de compostos antocianicos. ASSIS (2021)
também demonstrou que o aumento da quantidade de carotenoides nos filmes de
acetato de celulose, ndo demonstrou diferenca de espessura. Gongalves et al. (2019),
relataram que o aumento da quantidade de glicerol nos filmes de acetato de celulose,
ocorreu 0 aumento da espessura. Santos et al. (2022) produziram filmes de alginato
de sddio incorporados de compostos antocianicos das flores da Clitoria ternatea e a
espessura nao diferiu a medida que foi aumenntada a quantidade de compostos

bioatiavos.

Tabela 1. Espessura e atividade antioxidantes dos filmes contendo o extrato e flores
liofilizadas de Clitoria ternatea.
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310
311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

Espessura Atividade antioxidante (% Inibic&o)
(mm) ABTS DPPH
0,315+ 0,102 - -
Controle 0,183+ 0,012 - -
0,329+ 0,012 - -
0,156+ 0,012 38,31+ 0,012 35,50+0,10°
Flor 20% 0,111+ 0,01° 38,16+ 0,012 35,68+0,18°
0,158+ 0,012 37,73+ 0,012 37,41+0,312
0,129+0,012 36,87+0,01°¢ 31,42+0,18°
Extrato 20% 0,134+ 0,01° 37,02+0,01° 31,68+0,09°
0,140+ 0,01° 37,540,062 35,50+0,132
0,150+ 0,012 35,87+0,14° 32,36+0,05¢
Flor 30% 0,146+ 0,012 36,01+0,18° 34,99+0,10°
0,132+ 0,01° 36,73+0,012 36,91+0,132
0,251+ 0,172 35,87+0,01° 32,00+0,09¢
Extrato 30% 0,261+ 0,122 36,01+ 0,11° 32,40+ 0,10¢
0,352+ 0,152 36,73+0,012 33,19+0,092

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si (p > 0,05) pelo teste de Tukey ao nivel de 5%

de significancia.

A atividade antioxidante dos filmes incorporados de compostos
antociancianicos, apresentou percentual de inibicdo de 31,42% a 38,31% em ambos
radicais estudados (ABTS e DPPH). Esse teor elevado da-se pelo fato das
antocianinas presentes nas flores da Clitoria ternatea, possuir o efeito de eliminacao
do radical livre, as quais possuem grande namero de hidroxilas (SYAHIRAH et al.,
2018; HAVANDA et al., 2019).

Um estudo de Qi et al. (2022), produziu filmes de etileno vinil alcool (EVOH) e
nisina, incorporados com as flores da Clitoria ternetea em p6 e sementes de roma em
po, e obteve percentual de inibicdo de 80% para DPPH. Grzebieniarz et al. (2023)
demonstraram que os filmes de dupla camada (gelatina e furcellaran) com adic&o de
5% de conteudo aquoso das flores da Clitoria ternatea possuiu maior capacidade de

eliminacao dos radicais livres DPPH (60%).
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Santos et al. (2022) avaliou a atividade antioxidante quanto ao radical ABTS,
dos filmes de alginato de sédio incorporados com antocianinas das flores da Clitoria
ternatea, em simulacdo em meio aquoso, apresentou maior capacidade

sequestradora (23% a 70%) pelo método de inibicao de radicais livres (%).
4.1.3. Solubilidade e umidade

Os resultados de solubilidade e umidade dos filmes estdo apresentados na
Tabela 2. Os filmes controle, contendo extrato 20% e extrato 30% apresentaram
menor da solubilidade em agua, em comparacédo aos filmes contendo flor liofilizada
20% e flor 30%. Esse fato pode ser atribuido ao extrato liofilizado, o qual concentra a
quantidade de compostos antocianicos e a natureza hidrofilica das antocianinas
contidas nas flores da Clitoria ternatea e pelo extrato (HALASZ et al., 2018). O teor de
umidade ndo obteve diferencas estatisticas significativas, no entanto, o extrato
contendo 20% e 30% obtiveram um pequeno aumento, ~16,3% e ~15,8%,

respectivamente.

Singh et al. (2021) avaliaram a solubilidade e umidade de filmes de quitosana
e alcool polivinilico incorporados com extrato das flores da Clitoria ternatea, e
obtiveram teor de solubilidade superior (6,89%) e teor de umidade (~12,63%), tal fato

pode ser atribuido ao tipo de material polimérico utilizado para producéo do filme.

Com o resultado de solubilidade baixa dos filmes de acetato de celulose,
incorporados de compostos antocianicos provenientes das flores da Clitoria ternatea,
€ possivel a adicdo desses filmes dentro de uma embalagem de alimento o qual

possua alta atividade de agua.

Tabela 2. Solubilidade em agua e teor de umidade dos filmes de acetato de celulose
contendo o extrato e as flores liofilizadas a 20% e 30% de Clitoria ternatea.
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351

352
353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

Solubilidade Umidade
(%) (%)
Controle 0,09+ 0,01¢ 14,9+1,802
Flor 20% 0,11+ 0,012 13,8+2,802
Flor 30% 0,11+ 0,012 15,3+ 1,002
Extrato be a
20% 0,09+ 0,01 16,3+ 2,70
30';3‘”“0 0,10+ 0,012b¢ 15,842,500

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si (p > 0,05) pelo teste de Tukey ao nivel de 5%

de significancia.

4.1.4. Analise de cor do extrato, flor liofilizada e filmes expostos a

diferentes pHs

A mudanca de cor do extrato liofilizado no intervalo de pH de 2-8 (Figura 4) e
do pé da flor no intervalo de pH 2-8 (Figura 5) evidencia que: em pH extremamente
acido (pH 2 e 3) a flor liofilizada apresentou coloracdo rosada, no entanto, com o
aumento do pH da solucéo, a coloracao variou do violeta ao azul (pH 4 ao 8) — Figura
4. A mudanca de cor € mais sensivel para a flor liofilizada quando comparada ao
extrato. J& no extrato liofilizado, a mudanca de coloracdo tornou-se mais escura, para
tons de verde, o que se confirmou quando os filmes foram expostos a diferentes

solucBes de tampdes de pH (Tabela 3, 4, 5 e 6).

O pH é o principal fator que influencia na mudanca de cor dos compostos
antocianicos (BORDIGNON, 2009; SHARMA et al., 2013). As antocianinas podem
apresentar diferentes formas estruturais, tais como o cétion flavilico, a base quinoidal,
o carbinol e a chalcona. A principal forma da antocianina é o cétion flavilico, em

solucdo aquosa o cation flavilium apresenta coloracdo vermelho (pH 1 e 2), base
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370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

anidra quinoidal (azul), pseudo-base carbitol (incolor), e chalcona (incolor ou
levemente amarela) (KHOO et al., 2017; ANDRETTA et al., 2019).

. —
) s " o —

Figura 4. Mudanca de cor no po da flor no intervalo de pH 2 (esquerda) ao 8 (direita).

Figura 5. Mudanca de cor no extrato liofilizado no intervalo de pH 2 (esquerda) ao 8 (direita).

Os parametros de cor em diferentes pHs (2-8), estdo apresentados na Tabela
3, 4,5 e 6, para avaliagdo das coordenadas L* (preto = 0 ao branco = 100), a* (+a
indica vermelho e -a indica verde) e b* (+b indica amarelo e -b indica azul). Todos os
filmes avaliados apresentaram valor de L* alto, indicando uma maior luminosidade.

De acordo com as coordenadas de cromaticidade, foi possivel observar o valor de a*
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diminuir, conforme procedeu-se o aumento do pH, o que indica a presenca da
coloracdo rosa com mais intensidade em pHs mais acidos. Enquanto, no croma b*, os

resultados indicaram maior predominancia da cor azul.

Os resultados obtidos nesse estudo sdo semelhantes aos avaliados por Koshy
et al. (2022), o qual avaliou a cor de filmes produzidos com proteina isolada de soja e
quitina incorporados de antocianinas oriundas do extrato da Clitoria ternatea, relatou
um maior valor de AE, indicando que o filme ficou mais escuro. Os autores também
relataram baixo valor do croma a* e do croma b*, indicando a mudanca da cor
vermelha para verde e a mudanca de azul para amarelo. Em relacdo ao AE, valores
superiores a 5, indicam que as diferencas de cor podem ser facilmente identificadas a
olho nu (POURJAVAHER et al., 2017; KOSHY et al., 2022). Os resultados obtidos
para AE neste estudo foram superiores a 5, concordando com as Figuras 9 e 10, onde
ocorreu a diferenca de cor em diferentes pHs, sendo facilmente observada pelo olhar

humano.

Tabela 3. Parametros de cor (L*, a*, b*, AE e opacidade) do filme contendo 20% de

extrato de Clitoria ternatea, expostos a diferentes pHs.

Extrato 20%

L* ar b* AE
pH2 70,64 £ 1,222 28,87 +£2,73° 0,04+0,97¢ 76,36 +£0,832
pH3 55,62+ 12,012 28,59+ 3,702 -1,98+5,10° 63,14 +9,7%
pH4 66,40 £ 1,572 26,93+2,972 -352+2,07° 71,80+2422
pH5 66,59 + 2,192 29,27 +1,61° -1,05+0,40¢ 72,78+ 1,432
pH6 64,67 £ 1,452 26,36 £2,54¢ -6,08+3,69° 70,21 +1,85¢
pH7 68,95 + 1,872 2458 +1,40¢ -1,84+0,402 73,23 +2,062
pH8 70,04 £ 0,692 2541 +1,76° -113+0,84° 74,54+0,612
Opacidade 67,57 + 2,89¢

Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias na mesma coluna seguidas por diferentes
letras sdo significativamente diferentes (p <0,05). Onde L*: luminosidade; a*.vermelho/verde e

b*:amarelo/azul. A opacidade das solu¢des foram calculadas usando a equacéo 4. Os valores AE das

solucdes foram calculados usando a Equacéo 5.

Tabela 4. Parametros de cor (L*, a*, b*, AE e opacidade) do filme conten20% de po6

da flor de Clitoria ternatea, expostos a diferentes pHSs.



402
403
404
405

406

407

408

409
410
411
412

413

414

415

Flor 20%

L* a* b* AE
pH2 45,22 +1,96¢ 43,99 £+ 0,522 10,74 +0,53°> 64,01 +1,43°¢
pH3 40,50 + 1,27° 38,87 £2,13> 4,57 +2,59b 56,37 * 2,36
pH4 42,55 +0,71¢ 38,48 +1,87° 4,35+ 0,90¢ 57,54 £ 1,75
pH5 45,22 + 1,96° 43,99 +0,52¢ 10,74 +0,53* 64,01 +£1,43¢
pH6 41,83 +1,43¢ 38,87 £1,432 5,27 £1,542 57,38 £ 1,272
pH7 43,27 +1,14¢ 37,34 +£2,082 3,43 +1,51b 57,30 £ 1,48¢
pH8 4550 + 1,41b¢ 38,41 +2,342 7,45+ (0,992 60,04 + 1,84bc
Opacidade 67,00 £4,11°

Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias na mesma coluna seguidas por diferentes
letras sdo significativamente diferentes (p <0,05). Onde L*: luminosidade; a*.vermelho/verde e
b*:amarelo/azul. A opacidade das solu¢bes foram calculadas usando a equacgédo 4. Os valores AE das
solucdes foram calculados usando a Equacéo 5.

Tabela 5. Parametros de cor (L*, a*, b*, AE e opacidade) do filme contendo 30% de

extrato de Clitoria ternatea, expostos a diferentes pHs.

Extrato 30%

L* a* b* AE

pH2 60,58 + 2,34 32,59+2,74¢ 563 +1,29¢ 69,10 + 0,84
pH3 57,85 +2,472 34,25+6,05% 1,88+4,96° 67,64+ 1,272
pH4 55,68 + 3,13 38,90 +£3,34> 6,91+2,09° 68,41 +1,232
pH5 53,57 £2,21> 41,05+3,03¢ 6,62+2,88° 67,93+1,72°
pH6 59,65 + 3,42 28,11 +3,13¢ 1,77 £2,6b¢ 66,11 £ 2,21°
pH7 49,02 +7,91¢ 30,66+1,63° 0,69+1,02¢ 57,91+7,31°
pH8 53,13 +3,67° 37,92+3472 1,16+4,52° 6543 +4,77%
Opacidade 34,74 £ 8,992

Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias na mesma coluna seguidas por diferentes
letras sdo significativamente diferentes (p <0,05). Onde L*: luminosidade; a*.vermelho/verde e
b*:amarelo/azul. A opacidade das solu¢fes foram calculadas usando a equacédo 4. Os valores AE das

solucdes foram calculados usando a Equacéo 5.

Tabela 6. Parametros de cor (L*, a*, b*, AE e opacidade) do filme contendo 30% de

flor de Clitoria ternatea, expostos a diferentes pHSs.
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417
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422
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424
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426

427

428

429

430

431

432

433

434

435

436

Flor 30%

L* a* b* AE
pH2 70,64 +1,85¢ 37,31+1,78" 14,45+1,962 57,32 +2,43¢
pH3 4355+ 1,37° 37,33+1,69° 13,71+1,942 59,02 + 1,142
pH4 42,40 £+ 2,36° 38,24+3,326 11,75+2,612 58,35+ 3,78P
pH5 41,01+1,85¢ 37,31+1,782 14,45+1,962 57,32 +2,43¢
pH6 34,83+2,92¢ 16,94 +3,63° 1,67+0,84% 38,82 t4,10°
pH7 29,71 +0,86° 10,55+0,97¢ 1,82+0,16°c 31,59+ 1,070
pH8 41,08 +9,61° 24,30+9,00° 3,12+1,238b 47,99 + 12 52¢
Opacidade 70,63 £ 9,02¢

Valores expressos como média + desvio padrao. Médias na mesma coluna seguidas por diferentes
letras sdo significativamente diferentes (p <0,05). Onde L*: luminosidade; a*.vermelho/verde e
b*:amarelo/azul. A opacidade das solu¢bes foram calculadas usando a equacéo 4. Os valores AE das

solucdes foram calculados usando a Equacéo 5.

4.1.5. Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana do extrato das flores da Clitoria ternatea (Figura 6) e
dos filmes de acetato de celulose incorporados com antocianinas das flores da Clitoria
ternatea, apresentaram halos (Figura 7, 8, 9 e 10). Além da mudanca de cor do extrato
e também filmes, pela acdo das bactérias gram-negativas, 0s quais apresentavam
coloracdo rosada. Nas Figuras 9 e 10, frente as bactérias S. Typhimurium e E. coli,
ocorreu a mudanca de cor do filme para o verde, tanto para o extrato a 20% e 30%
quanto para a flor liofilizada a 20% e 30%. E sabido que os resultados da atividade
antibacteriana tém relacdo com o extrato das flores da Clitoria ternatea, o qual é rico
em antocianinas e compostos fendlicos, e pelo fato de o extrato possuir acido citrico,
o qual potencializa essas propriedades microbioldgicas (BUREL et al., 2021). Porém,
0S mecanismos que promovem a mudanga de coloragdo dos filmes frente a esses

patdgenos alimentares devera ser abordado em estudos futuros.

Santos et al. (2023), analisou a atividade antibacteriana pelo método de difusao
em disco, frente a S. aureus (ATCC-6538) e E. coli (ATCC-8739) dos filmes de

alginato de sédio incorporados de extrato de Clitoria ternatea, porém, somente o filme
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444

contendo 40% de extrato gerou zonas de inibicdo e ndo houve relato do autor na

mudanca de cor dos filmes na presenca das bactérias mencionadas.

Grzebieniarz et al., (2023), produziu filmes de dupla camada com gelatina e
furcellaran e incorporados com extrato das flores da Clitoria ternatea e extrato das
sementes de roma e analisou a atividade antibacteriana frente a S. aureus,
Enterococcus faecalis, E. coli, S. Enterica, P. aeruginosa. O extrato na maior
concentragdo testada, 10%, obteve halos de inibicdo, no entanto, os filmes n&o

mudaram de cor.
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445

446 Figura 6. Avaliacdo microbiolégica do extrato livre das flores de Clitoria ternatea frente a Listeria
447 monocytogenes (sem mudanca de coloracdo), Staphylococcus aureus (sem mudanca de coloracao),
448 Escherichia coli (com alteracdo de cor) e Salmonella Typhimurium (com alteragéo de cor).
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Figura 7. Avaliacdo microbiolégica do filme incorporado com flores de Clitoria ternatea frente a

Staphylococcus aureus. A numeragédo das placas corresponde por: (1) Extrato 20%; (2) Extrato 30%;

(3) Flor 20% e (4) Flor 30%.

Figura 8. Avaliagdo microbioldgica do filme incorporado com flores de Clitoria ternatea frente a Listeria

monocytogenes. A numeracao das placas corresponde por: (1) Extrato 20%; (2) Extrato 30%; (3) Flor

20% e (4) Flor 30%.
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Figura 9. Avaliacdo microbiolégica do filme incorporado com flores de Clitoria ternatea frente a
Salmonella Typhimurium. A numeragéo das placas corresponde por: (1) Extrato 20%; (2) Extrato 30%;
(3) Flor 20% e (4) Flor 30%.

Figura 10. Avaliacdo microbioldgica do filme incorporado com flores de Clitoria ternatea frente a
Escherichia coli. A numeracgéo das placas corresponde por: (1) Extrato 20%; (2) Extrato 30%; (3) Flor
20% e (4) Flor 30%.

5. Concluséo

A producdo dos filmes biodegradaveis, utilizando o acetato de celulose,
incorporados de compostos bioativos das flores da Clitoria ternatea, pode ser uma
alternativa para incorporagdo em embalagens de alimentos. Os filmes apresentam
atividade antioxidante e baixa solubilidade em &gua, tornando possivel a incorporacao
desse material no interior e em contato com alimentos que possuam alta taxa de

atividade de agua.

A mudanca de cor no extrato liofilizado e na flor liofilizada expostas a diferentes
solucdes de tampdes, apresentou potencial para uso em pH indicador em embalagens
inteligentes de alimentos. Além da possibilidade uso dos filmes (extrato 20% e 30%)
e (flor liofilizada 20% e 30%) como indicador de microorganismos, por conta da
modificacao da cor dos filmes frente a bactérias gram-negativas (S. Typhimurium e E.
Coali). Os achados do presente trabalho sugere estudos futuros para compreender o
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metabolismo responsavel pela modificacdo de cor dos filmes contendo extrato de

Clitoria ternatea.
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7. Considerac0es finais

O cultivo das flores da Clitoria ternatea foi possivel, visto que o clima na regido
de Pelotas/RS € o subtropical temperado. A planta teve sua floracdo nos meses de

dezembro a abril, onde foi possivel realizar a colheita das amostras.

Através do planejamento multivariado foi possivel otimizar um meétodo de
extragcdo ambientalmente amigavel e obter um extrato comestivel de forma rapida,
simples e econémica. No extrato liofilizado obtido com o ponto 6timo de extracao (22,5
mL por 16 min & 45 °C), foi possivel quantificar treze antocianinas por UHPLC/MS. A
antocianina majoritaria é a ternatina B2 (57,94 mg.100g!). Também foram extraidos
nove compostos fendlicos ndo antocianicos, com destaque para o Kaempferol 3-O-
neohesperidoside (412,14 mg.100gY).

O extrato apresentou elevada quantidade de antocianinas monomeéricas totais
e capacidade redutora total, além de baixa toxicidade. O extrato obtido no ponto 6timo
apresentou atividade antioxidante superior a 50% em relacdo ao radical ABTSe+. Essa
caracteristica € ideal para incorporagcdo em embalagens ativas, com a finalidade da
conservacdo de alimentos. As flores liofilizadas apresentaram capacidade de
mudanca de cor frente a diferentes pHs, tendo potencial para aplicacdo em
embalagens inteligentes, promovendo a comunica¢céo do produto com o consumidor

para assegurar a qualidade e o estado de frescor de um alimento.

Os filmes de acetato de celulose incorporados com 20% e 30% de extrato
liofiizado das flores da Clitoria ternatea, apresentaram transparéncia, rigidez e
rugosidades. Ja os filmes de acetato de celulose contendo 20% e 30% de flor
liofilizada da Clitoria ternatea, apresentaram cor rosa intensa, rigidez e sem
transparéncia. Apresentaram baixa solubilidade em agua e baixa umidade, indicando
potencialidade para serem inseridos em contato com alimentos com alta taxa de

atividade de agua.

Neste estudo, a mudanca de cor dos filmes de acetato incorporados de

compostos antocianicos nao apresentaram resposta, que era uma das hipoteses do

88



estudo. No entanto, a grande descoberta foi a mudanca de cor dos filmes frente a
duas bactérias gram-negativas (S. Typhimurium e E. Coli), causadoras de doencas
alimentares, da coloracdo rosa (em todas as concentracfes testadas) para a verde.
Dessa forma, os resultados apresentados sugerem a possibilidade de estudos futuros
para o desenvolvimento de embalagens inteligentes capazes de detectar a presenca
desses patdégenos alimentares e fazer a comunicacdo dessa informacdo para o
consumidor. Esses resultados levantam questionamentos e perspectivas de trabalhos
futuros para compreender o metabolismo envolvido na mudanca de coloracdo. Além
disso, a composicao do extrato obtido (quantidade substancial de compostos fendlicos
bioativos benéficos e, consequentemente, seus efeitos associados tdo bem
explorados na literatura) deixa o legado para pesquisas que visem a incorporacao do
extrato das flores em outras matrizes alimentares a fim de melhorar a qualidade

funcional de alimentos.
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