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“The soul becomes dyed with the colour of it’s thoughts.”

- Marcus Aurelius
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Resumo

Este estudo insere-se no &mbito da procura de corantes naturais a partir de matéria vegetal.
Foram utilizadas duas plantas corantes, a Calendula officinalis e a Centaurea cyanus. Foram
testados diferentes solventes de extracdo (etanol, metanol e misturas entre outros
solventes). No caso da centaurea foram ainda testados diferentes valores de pH (1, 4, 6, 8,
10). Foi avaliada a cor e caracteristicas bioativas (teor de carotendides e antocianinas totais,
capacidade antioxidante e o teor de compostos fendlicos totais) de ambos os extratos. Foi
ainda estudada a foto e termo estabilidade dos extratos 6timos, para uma melhor percecdo
da sua resisténcia.

Através dos resultados obtidos foi possivel determinar o melhor método de extragdo, e
perceber em que tipo de alimentos os corantes poderiam ser utilizados.

Para a caléndula o metanol foi o0 melhor solvente de extragdo e, posterioremente, verificou-
se que o extrato obtido demonstrava uma boa capacidade de resisténcia, tanto por
degradag0es térmicas, como por degradagfes causadas pela luz.

Para a centaurea verificou-se que o melhor solvente de extracdo € uma mistura entre etanol
e agua acidificada com HCI (60:40), a um pH de 1. Ao contrario da caléndula, este extrato ja

ndo demonstrou uma resisténcia tao elevada as condi¢cbes externas.

Palavras-chave: corantes naturais, Calendula officinalis, Centaurea cyanus, foto

estabilidade, termo estabilidade



Abstract

This study’s main goal was to search for natural dyes of a plant origin. Two different plants,
Calendula officinalis and Centaurea cyanus, were studied. Several extraction solvents (such
as ethanol, methanol and other solvent mixtures) were tested, and for the centaurea flowers,
different pH levels were also tested (1, 4, 6, 8 and 10). The bioactivity of the extracts was
analysed in terms of colour, anthocyanin and carotene content, antioxidant activity and total
phenolic compounds. Tests to the photo and thermal stability of the extracts were performed
to understand their resistance to variations of temperature and light conditions.

From the obtained results it was possible to determine the best extraction process and
understand in which food types these extracts could be better used in.

For the calendula dyes, methanol was the best extraction solvent, and it was concluded that
the extracts have a high resistance to both thermal and photo degradation.

In case of the centaurea dyes, it was verified that the best extraction solvent was a mixture of
ethanol and water acidified with HCI (60:40), with a pH level of 1. Contrary to the calendula

extracts, these didn’t show a promising resistance level to the external conditions studied.

Keywords: natural dyes, Calendula officinalis, Centaureacyanus, photo degradation, thermal
degradation



Extended abstract

Since time immemorial, colour has affected our lives and society, influencing our mood, the
clothes we wear, our house decoration and sometimes our food perception. The first used
dyes had their origin in natural materials, such as different plant parts and minerals, being
therefore known as natural dyes. Following the industrial revolution, the first synthetic colour

appeared, beginning a new era in the food and dye industry.

The need for more information by part of the consumers has changed the food industry in
many ways. The use of food additives has a much bigger control than a few decades ago.
Therefore, in the past few years a new change has been noticed in the dye market, leading

us back to the beginning of the colouring world — the natural dyes.

To answer this demand of a more natural and healthier world without synthetic materials, this
study focused on the extraction of dyes from two different plants — Calendula officinalis and

Centaurea cyanus.

Calendula officinalis, also known as marigold, has a colour range that can go from yellow to
a bright orange. This is due to the presence of carotenes in the flowers composition.

The cornflower, or Centaures cyanus, is a flower that has a colour pallet from white to blue,

and many purple tones in between. These colours are a result of the presence anthocyanins.

The first part of this study was based on the optimization of the extraction process, where
different methods were used, and their extraction rates calculated. Regarding the marigold,
different extraction solvents were used, such as ethanol, methanol, acetone, and mixtures
from other solvents. Similarly, the cornflower extractions were also performed with different

solvents, and a variety of pH levels, ranging from 1 to 10 (1, 4, 6, 8 and 10).

Throughout this study many aspects were analysed, such as the colour of the extracts
through the CIE (L a* b*), the bioactive compounds like the antioxidant capacity using the
FRAP and DPPH methods, the fenolic compounds content by means of the Folin-Ciocalteau
test, the carotene content for the marigold extracts and the anthocyanin content for the

cornflower exctracts.

Since the obtained extracts were meant for the food industry, a more extended study was

made. The second part consisted in the evaluation of the photo and thermal stability of the

Vi



extracts, enabling a perception of the required conditions for the extractions, and in what kind

of foods they can be used in.

To study the photo stability, various samples were put in two different conditions: half with
the presence of light and the other half in the dark. The samples of the marigold extracts

showed very promising results, while the cornflower extractions not so much.

During the thermal stability study, different samples were subjected to temperatures of 4, 20,
40, 60, 80 and 100 °C. While at 4 °C the study had a time span of 30 days for the cornflower
samples, for the marigold samples the duration was prolonged to 55 days, indicating a bigger
stability. For the other temperatures the time span was of 1 hour. Also here the best results

were obtained with the marigold extracts, in comparison with the cornflower ones.

Overall, it was concluded that dyes extracted from the marigold plant are very promising for
the natural dyes market, whereas the cornflower extractions showed a higher degradation

rate, highlighting the necessity of a more thorough study.

Vi
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Introducao e Objetivos

O ser humano obtém a informag&o do mundo que o envolve através dos sentidos. Cerca de
87% é captado pela visdo, 9% pela audi¢do e os restantes 4% por via do olfacto, paladar e
tacto.

Das vérias informagBes que nos sdo proporcionadas pela visdo, tais como a forma dos
objectos, a sua textura, brilho, entre outros, a cor € muito importante.

Na alimentacao, a cor tem uma forte influéncia em véarios aspectos,como a aceitacdo de um
alimento ou a associacdo a certos sabores, sendo por iSSO necessario recorrer-se aos
corantes de forma a tornar um certo alimento mais atrativo. Na inddstria alimentar, os
corantes sdo catalogados como aditivos alimentares e sdo designados como preparagoes
obtidas a partir de géneros alimenticios ou de materiais de base natural obtidos por extragéo
fisica e/ou quimica, que provoque a extracdo seletiva dos pigmentos correspondentes aos
componentes nutritivos ou aroméaticos. Quanto a sua origem, 0s corantes podem ser
sintéticos ou naturais. Das varias origens naturais, as plantas sdo as mais comuns, visto que
estas tém uma maior variedade de cores no seu estado natural.

Este trabalho foi realizado com o objectivo, numa primeira fase, em extrair corantes
alimentares através de duas plantas: a Calendula officinalis e a Centaurea cyanus,
verificando qual o método de extracdo com maior rendimento. Numa segunda fase, foi
estudada a estabilidade dos corantes, em termos de foto estabilidade e termo estabilidade,
através de ensaios em que foram submetidas diferentes condigbes, como a

presencga/auséncia de luz, e diferentes temperaturas.



.  Enquadramento Tedrico

1. Aditivos alimentares

Na Era Paleolitca o Homem comia o que cacava ou o que recolhia
diretamente da Natureza, sem necessidade de conservar os alimentos. Estas fontes
alimentares, perfeitamente suficientes para cobrir as necessidades da populacéo de
entdo, deixaram de o ser quando a densidade populacional aumentou. Foi
necessario recorrer ao cultivo de plantas, a criacdo de animais e a
transformacéo/conservacao destas matérias-primas que levou a utilizacdo de
aditivos, numa primeira fase de origem natural e posteriormente de sintese.

Na segunda metade do século XX houve profundas alteragbes nos habitos
alimentares da populagédo. Tais modificagbes foram muito mais marcantes nos
paises industrializados onde era possivel obter uma enorme gama de géneros
alimenticios processados (Dias, 1989). A disponibilidade permanente de
determinados alimentos sazonais, a producao e distribuicdo massiva de alimentos,
desde os simples vegetais até aos mais complicados pratos pré-cozinhados,
necessitam de responder a padrdes de qualidade elevados a precos compativeis.
Tudo isto so é possivel gracas a utilizacdo de aditivos alimentares.

O uso de aditivos nos alimentos ndo pode ser encarado com posi¢cdes de
rejeicdo ou aceitagdo. Muitos deles tém efeitos verdadeiramente indesejaveis, em
doses elevadas e, se bem que as doses empregues nos alimentos estejam muito
longe das doses perigosas, vem-nos sempre o0 receio de que venham a ter efeito
cumulativo (Oliveira e Guimardes, 1991). Todavia, os aditivos tém virtudes
inegaveis: muitos preservam os alimentos, aumentando o chamado tempo de vida
atil destes, permitindo assim diminuir o seu custo; o emprego criterioso de aditivos
gue melhorem o aspeto fisico dos alimentos pode ainda transformar um produto
dificilmente aceitavel para consumo humano num alimento agradavel, saudavel e
eventualmente barato.

Segundo a norma portuguesa, um aditivo alimentar é “toda a substancia,
gue tenha ou ndo valor nutritivo, que por si s6 ndo € normalmente género
alimenticio, nem ingrediente caracteristico de um género alimenticio, mas cuja
adicdo intencional, com finalidade tecnolégica ou organdlética, em qualquer fase de
obtencdo, tratamento, acondicionamento, transporte ou armazenagem de um
género alimenticio, tem como consequéncia quer a sua incorporacdo nele ou a

presenca de um derivado, quer a modificagdo de caracteristicas desse género”.



A definicdo pode variar ligeiramente de pais em pais, pois cabe ao sistema
regulador de cada um esse encargo, como também a avaliagdo e aprovacao
cientifica dos diferentes aditivos, ingredientes e substancias de contato alimentares
(Magnuson et al, 2013). No entanto, tém ocorrido cada vez mais mudancas e
trabalho para uma harmonizacdo entre paises. A Unido Europeia adotou
recentemente novos regulamentos, que estabelecem um procedimento de
autorizagdo comum para aditivos alimentares e, pela primeira vez, enzimas
alimentares e agentes de flavour. Anteriormente a implementacdo destes
regulamentos, as enzimas alimentares e os agentes de flavour eram regulados a
um nivel nacional por cada estado membro. O sistema regulador da U.E é a
Comissado Europeia, e a definicdo de aditivo alimentar anteriormente descrita é a
definicdo europeiamente aceite, através do regulamento no. 1333/2008.

Os aditivos alimentares sdo muitas vezes agrupados nos seguintes tipos
caracteristicos: aditivos utilizados com finalidade nutricional (ndo considerados pela
CEE (Comunidade Economica Europeia) nem a nivel nacional); aditivos com agéo
conservante destinados a manter a “frescura” dos géneros alimenticios; “aditivos
sensoriais” que modificam ou realgcam as caracteristicas organoléticas; e os aditivos
gue facilitam certas opera¢des industriais de processamento e fabrico (Dias, 1989).
Estes quatro grandes grupos parecem traduzir uma légica evidente quanto as
fungbes principais dos aditivos alimentares. Contudo, partindo dos casos gerais
para os particulares, este tipo de classificacdo complica-se, ndo permitindo
designac@es inequivocas que facilitem um relacionamento evidente entre o aditivo
ou aditivos e os efeitos desejaveis.

Ha uma metologia que aponta para uma regulamentacéo global através das
NP-1735 — Aditivos Alimentares. Definigdo, Classificacao e Principios de Aplicacao,
e NP-1736 — Géneros Alimenticios e Aditivos Admissiveis — cujo contetdo devera
ser tornado obrigatério. A NP-1735 considera 20 categorias de aditivos alimentares,
nas quais temos Varios agentes, aromatizantes, conservantes, corantes,
espessantes/gelificantes, entre outros.

Para uma melhor organizagcdo e de maneira a facilitar a rotulagem dos
géneros alimenticios, a CEE, como complemento de classificacdo funcional
estabeleceu um codigo. Quando o cédigo tem caracter definitivo, a componente
numeérica é precedida pela letra E. Cbodigos provisérios envolvem unicamente um
numero, sem o prefixo E. O primeiro digito do nimero identifica a classe funcional.
A titulo de exemplo, os numeros de cédigos E100 a E199 ficaram reservados para

0s corantes alimentares, E200 a E299 para substancias com acdo conservante,



E300 a E399 para antioxidantes e sinérgicos e E400 a E499 para emulsionantes,

espessantes/gelificantes e outros estabilizadores do equilibrio fisico.

2. Corantes

Até ao séc. XVIII, os reinos vegetal e animal eram o0s Unicos recursos de
materiais corantes para tingir os téxteis. A utilizagdo de animais raros e de plantas,
qguer criados e cultivadas, ou existentes no mundo silvestre, teve uma enorme
importancia socio-econdémica para muitas comunidades espalhadas pelo mundo, pelas
intensas trocas comerciais que geraram. No entanto, poucos corantes naturais foram

referidos para aplicacdo em produtos alimentares.

A utilizacdo de aditivos corantes nos alimentos é relatado desde o século XV,
no Antigo Egipto, onde surgem os primeiros documentos referentes a utilizacdo de
extratos naturais e vinhos para melhorar a aparéncia de doces (Meggos, 1995). Até
aos meados do século XIX é referido a utilizacdo do acafrdo para melhorar o aspeto
decorativo de certos produtos alimentares.

No século XIX, apos a revolugao industrial houve um enorme desenvolvimento
em vérias areas de producdo. Na industria alimentar em geral, mas principalmente nos
alimentos processados, ocorreu um desenvolvimento intensivo (Downham e Collins,
2000). Com o descobrimento da mauveina, por Sir William Perking em 1856 e com o
desenvolvimento da sintese quimica, surgem novos corantes sintéticos, mais eficazes
gue os naturais. Na indastria alimentar, com a descoberta de novas cores
proporcionadas pelos corantes sintéticos da-se inicio, na Europa e nos E.U.A,, &
adicdo descontrolada em varios produtos alimentares, como molhos, geleias e vinhos.
Nesta altura, havia disponiveis mais de 80 corantes sintéticos, 0s quais muitas vezes
eram téxicos e destinados para a industria textil, levando a varios casos graves de

saude e até mortes (Naidu e Sowbhagya, 2012).

Esta toxicidade ndo era conhecida, devido a falta de informacgé&o disponivel e
de maneiras de a analisar. Isto, aliado ao facto de que o0s corantes naturais
sofrerem de diversos problemas de estabilidade quanto ao calor, luz, pH e agentes
oxidativos, estimulou a popularidade dos corantes sintéticos. Estes sdo um produto
mais barato, com um método de producdo mais facil e com propriedades de cor
superiores. S&o corantes com uma maior facilidade de mistura, sem transmitir

sabores aos alimentos. No entanto, com o0 aumento da sua utilizagdo na industria



alimentar, levantaram-se questdes quanto a sua seguranca, originando varias
regulamentacfes. Na América, a lista de corantes sintéticos reduziu-se de 700 para
7 corantes admitidos (Naidu e Sowbhagya, 2012 & Downham e Collins, 2000)

Na Europa foi criada a 30 de Junho de 1994 a Diretiva Comunitaria n°
94/36/CE, em que foram estabelecidos os principios orientadores na aplicacdo de
corantes em géneros alimenticios e onde sdo apresentados os corantes permitidos,
0S géneros alimenticios que ndo podem conter corantes, 0s géneros alimenticios
gue podem conter certos corantes, as aplicacbes restritras a determinados
corantes, 0s corantes permitidos quantum senis e 0s corantes com niveis de

inclusdo maximos.

Posteriormente foram criadas novas diretivas comunitarias, nas quais foram
estabelecidos os critérios de pureza especificos dos corantes que podem ser
utilizados nos géneros alimenticios (Diretiva Comunitaria n°® 95/45/CE), com as
devidas alteracfes realizadas em relacao aos critérios de pureza para 0s carotenos
mistos e beta-caroteno (Diretivas Comunitarias n°99/75/CE e n° 2001/50/CE).

Segundo a norma portuguesa e europeia, um «corante» é defenido como:
“(...) uma substancia que confere ou restitui cor a um género alimenticio e é
constituida por componentes naturais de géneros alimenticios ou outras
substancias naturais que ndao sdo normalmente consumidas como alimentos nem
como ingredientes caracteristicos de alimentos. (...) S&o considerados corantes as
preparacdes obtidas a partir de géneros alimenticios ou de materiais de base
naturais obtidos por extracao fisica e/ou quimica, que provoque a extracdo seletiva

dos pigmentos correspondentes aos componentes nutritivos ou aromaticos.”.

Presentemente os corantes alimentares sdo divididos em 4 categorias:
corantes inorganicos ou pigmentos, corantes sintéticos idénticos ao natural,

corantes sintéticos e corantes naturais (Naidu e Sowbhagya, 2012).

Os corantes inorganicos sdo obtidos através de susbstancias minerais e
submetidos a processos de elaboracdo e purificagdo adequados a sua utilizagéo
em alimentos. No entanto, este tipo de corantes ndo é frequentemente utilizado,

sendo os restantes tipos os mais preferidos para a industria alimentar (Netto, 2009).

Um corante sintético idéntico ao natural € um corante cuja estrutura quimica
é semelhante & do principio isolado do corante organico natural, sendo no entanto
produzido pelo Homem. Os pigmentos mais comuns que Ss&o sintetizados séo

carotendides constituidos por hidrocarbonetos conjugados. Estes no entanto estédo



sujeitos a perdas oxidativas devidas a descoloracdo, tendo sido necessario
desenvolver formulagbes com sistemas antioxidantes, de maneira a prevenir estas
perdas (Downham e Collins, 2000 & Netto, 2009).

Um corante sintético é aquele obtido por sintese orgénica mediante a
utilizacdo de processos techoldgicos adequados e nao encontrado em produtos
naturais. Na UE séo permitidos 17 corantes sintéticos, em comparacdo com o0s 7
permitidos nos EUA. Todos estes corantes sdo hidrosoluvéis e originalmente
produzidos sob a forma de pos de baixa granulometria e ativos em doses
pequenas, 0 que acarretava varios problemas de aglomeracdo e doseamento
durante a utilizagdo dos mesmos. Para obviar o referido problema estes corantes
sdo comercializados impregnados em géis ou outras substancias (Downham e
Collins, 2000).

Um corante pode ser classificado de acordo com as seguintes categorias: a
cor, a origem e a estrutura quimica. Tém sido utilizadas diversas substancias
organicas, quer de origem vegetal quer animal, como corantes naturais para fins

alimentares.

Os corantes utilizados para fins alimentares podem ser classificados
segundo a estrutura quimica, ou seja, a classe funcional da molécula corante ou a
estrutura cromofora, por exemplo, compostos hidrosolUveis como as antocianinas e
as betalainas, a compostos lipossoluveis como os carotendides e as clorofilas
(Naidu e Sowbhagya, 2012). Para além destes compostos referidos, existe ainda
um tipo de corantes naturais, os corantes caramelo, que s&o produzidos pelo
aguecimento controlado de hidratos de carbono como a glucose, frutose e
sacarose, sendo utilizados maioritariamente em refrigerantes, cervejas e brandys.
Existem quatro classes comercialmente produzidas deste tipo de corantes, diferindo
consoante o tipo de catalisador utilizado para promover a caramelizacdo (Netto,
2009). Na UE existem correntemente 26 corantes naturais permitidos, segundo a

legislacdo em vigor (Diretiva Comunitaria n°® 94/36/CE).

Quanto as tendéncias de mercado, ndo existem estatisticas de confianca
publicadas para os consumos de corantes na industria alimentar, mas segundo
Downham e Collins, em 1999 o mercado mundial rondava os 940 milhGes de
dolars, repartidos em quatro classes: os corantes sintéticos (400 milhdes), seguidos
pelos corantes naturais (250 milhdes), os corantes sintéticos idénticos ao natural

(189 milhdes) e os corantes caramelo (100 milhdes).



Apesar de haver ainda uma ligeira discrepancia entre os valores produzidos
relativamente aos corantes sintéticos e aos naturais, a escolha do consumidor por produtos
naturais, as mudancas sociolégicas e os avangos tecnolégicos da industria alimentar,
apontam para um aumento significativo na industria dos corantes naturais, prevendo-se um
aumento entre os 5-10%, enquanto que para 0s corantes sintéticos o aumento previsto
ronda os 3-5% (Downham e Collins, 2000).

3. Caléndula

A Calendula officinalis € uma planta que pertence a familia Asteracea (Hamad et al.,
2011) e é conhecida por varios nomes: caléndula, malmequer, maravilha, margarida
dourada, verrucaria, entre outros. E uma planta cuja flor tem um leque cromético desde o

amarelo até ao laranja (Efstratiouet al., 2012)

O nome caléndula vem do latim Calends, que significa o primeiro dia de cada més,
devido aos seus longos periodos de floragcdo (Hamad et al., 2011). E uma planta anual que,

raras vezes, consegue extender o seu tempo de vida, passando a ser bianual (Quer, 1999).

Inicialmente esta planta foi cultivada por egipcios, gregos, hindus e arabes a volta do
mar mediterrdneo. Acredita-se que no século Xl comegou a ser utilizada medicinalmente
para tratar febres e promover a menstruacdo (Kemper, 1999). Ao longo dos séculos,
apareceram varios outros problemas de saude em que a caléndula foi vista como uma
possivel cura ou meio de prevengdo, tais como Ulceras no estdbmago e intestinos,
hemorragias, les6es agudas e crbénicas na pele, entre outras. Através do historial da

caléndula é facil verificar-se que esta planta é utilizada para sarar feridas (Patrick, et
al.,1996).

Este caracter anti-inflamatério, anti-pirético, anti-tumorogénico e cicatrizante é devido
aos constituintes das pétalas da flor. Em estudos anteriores, num ambito fitofarmacolégico,
foi confirmada a presenca de metabolitos bioativos secundérios, glicésito flavondide e
triterpendides. Foi ainda confirmado que estes Ultimos representam um papel na atividade
anti-inflamatéria da planta (Kalvatchev, et al., 1997). Investigadores na Venezuela
estudaram extratos secos de flores de Calendula officinalis, como tendo efeito inibitério do
virus de imunodeficiéncia humana tipo 1 (VIH-1). Segundo Lee et al, os carotendides

presentes nesta planta podem agir como agentes foto-protetores (dependendo da



concentracdo), podendo reduzir o risco de queimaduras solares, alergias a luz e mesmo

alguns tipos de cancro da pele (Pintea et al, 2003).

Em dias mais correntes, a caléndula tem um valor econdmico elevado, sendo
amplamente utilizada em cosméticos, perfumes, fitoterapia, preparacdes farmacéuticas e na
alimentacdo (Efstratiou et al., 2012). Esta crescente valorizacdo é fortemente influénciada
pelo historial da planta, e pelos varios estudos recentemente efetuados, huma tentativa para

melhor conhecer os constituintes presentes na planta.

As cores laranjas e amarelas caracteristicas desta planta, sdo devidas a pigmentos
de carotendides (Kishimoto et al., 2005). As variedades amarelas sdo ricas em xantofilas,
que sdo derivados oxigenados enquanto que as laranjas contém maiores quantidades de
hidrocarbonatos, ou também conhecidos por carotenos (Pintea et al, 2003 & Rodriguez-
Amaya e Kimura, 2004). O teor de carotendides totais esta fortemente relacionado com a
cor das pétalas, tendo sido verificado que quanto mais laranjas estas se apresentam (entre
a cor amarela e laranja), maior sera o seu teor e, normalmente, existe uma maior variedade

de carotendides presentes (Pintea et al, 2003; Kishimoto et al, 2005).

Carotenoides

Os carotendides pertencem ao grupo geral de compostos exégenos
bioativos ndo enzimaticos, e sdo considerados como pré-vitaminas porque se
conseguem converter em vitamina A. S8o compostos lipossollveis, associados a
fracOes lipidicas (Efstratiou et al., 2012 & Quirds e Costa, 2004).

De um ponto de vista quimico, os carotendides podem ser divididos em dois
grupos: o0s carotenos ou carotendides hidrocarbonados, constituidos por apenas
atomos de carbono e hidrogénio, e as xantofilas que contém pelo menos um atomo

de oxigénio (Quirds e Costa, 2004)

Mais de 600 carotendides, nao incluindo isémeros cis e trans, foram
isolados e caracterizados em fontes naturais, sendo estes compostos bastante
notaveis devido a sua ampla distribuicdo, diversidade estrutural e funcionalidade

variada (Rodriguez-Amaya e Kimura, 2004).

Nos géneros alimenticios, os carotendides sdo geralmente tetraterpenos
C4o formados por oito unidades isoprendides Cs, ligadas cabega-a-cauda, exceto no

centro, onde existe uma ligagdo cauda-cauda que reverte a ordem, resultando



numa molécula simétrica (Figura 1). Esta ligacdo central, que é uma ligacéao dupla,
€ uma caracteristica muito importante, pois constitui o croméforo que absorve a luz
e que por sua vez é responsavel pela cor destes compostos. A estrutura quimica
dos carotendides pode ser modificada de varias maneiras, como por ciclizagao,
hidrogenacdo, pelo encurtamento da cadeia ou um rearranjo, entre outros

(Rodriguez-Amaya e Kimura, 2004).

VW NIRRT S

B-caroteno

VW NIRRT

a-caroteno

VWD RS

HO . .
B-criptoxantina
= VW RV VNIRRT TN N
licopeno
OH
NV NN NS
HO

luteina

Figura 1.- Estrutura quimica dos principais carotendides em géneros alimenticios

Fonte: Rodriguez-Amaya & Kimura, 2004

Existe uma forte correlacdo no consumo de vegetais, principalmente frutos e
legumes de cores vermelhas, laranjas e amarelas, e uma reduzida ocorréncia de
doencas crénicas, como cancro, doencas cardiovasculares e degeneracdo macular
(Quirés e Costa, 2004). Os elicitores da maioria das doencas cronicas sao 0S
radicais livres, que danificam o DNA celular. Esta correlacdo é devida a presenca
de carotendides nestes alimentos, que tém uma forte atividade antioxidante
(Dannehl et al, 2010). Em adicdo as propriedades antioxidantes dos carotendides,
sdo atribuidas propriedades anticancerigenas, impulsionando a avaliagdo do

potencial farmacéutico destes compostos (Schmidt-Dannert, 2000).



Entre os carotendides, o 3-caroteno € o composto bioativo mais importante que se
consegue captar através da alimentacdo e o antioxidante mais eficiente. Em teoria,
cada molécula de B-caroteno pode ser convertido em duas moléculas de retinol
(vitamina A), conferindo beneficios para a saude humana (Dannehl et al, 2010 &
Knockaert et al, 2012).

No entanto, a utilizacdo de carotendides como ingredientes nutracéuticos em
alimentos € limitado devido a sua fraca solubilidade em &agua, ponto de fuséo
elevado, instabilidade quimica e baixa biodisponibilidade. Os carotendides em
fontes naturais encontram-se na forma de cristais ou em proteinas complexas, ndo
sendo completamente libertados durante a digestao. Outra barreira que tem que ser
ultrapassada é o facto de que, para serem incorporados em géneros alimenticios,
estes compostos tém que ser dissolvidos em 6leos ou dispersos em outras matrizes
adequadas, devido ao comportamento lipossoluvel dos carotendides. As fortes
cores gue estes compostos apresentam (vermelho/laranja/amarelo), limitam os
tipos de alimentos em que o0s corantes podem ser utilizados. Por fim, os
carotendides tém uma forte inclinacdo para sofrer degradacdes quimicas devido a
processos térmicos, mecanicos e quimicos durante o armazenamento de alimentos
(Qian et al, 2011)

Os principais compostos presentes na caléndula sdo a flavoxantina, o licopeno, a
auroxantina, a luteina, a a e B-criptoxantina e o a e B-caroteno. No entanto, ndo
existe uma composicdo qualitativa e quantitativa definida, devido a fatores
extrinsecos como as condi¢cdes edafoclimaticas e a fatores intrinsecos como a parte
da planta analisada, as condi¢des de producdo, 0 manuseamento pés-colheita, etc
(Bako et al, 2001 & Rodriguez-Amaya e Kimura, 2004 & Ohmiya, 2011).
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Tabela 1.- Presenca de carotendides em pétalas de caléndula de cor laranja ou amarela.

Carotenoides

Calendula officinalis

(laranja)

Calendula officinalis

(amarela)

Flavoxantina

X

X

(8’R)-Luteoxantina

X

Licopeno

(8R,8’R)-Auroxantina

X
X
X

(9°2)-Luteina-5,6-
epoxido

x

(5’Z)-y-Caroteno

X

(52,92)-Licopeno

x

(52,92,5Z,9°Z)-

Licopeno

X

(5’Z,9'Z)-Rubixantina

(5Z,92,5°Z)-Licopeno

B-Caroteno

(5’Z)-Rubixantina

y-Caroteno

Luteina

Luteina-5,6-epoxido

[1-Caroteno

Anteroxantina

a-Caroteno

(92)-Luteina

X X| X| X| X| X| X| X| X | X| X

Na tabela 1 pode verificar-se, e como ja foi referido anteriormente, que as

pétalas de cor laranja apresentam, na sua composicdo, um maior niumero de

carotendides e um maior nimero de carotenos, do que as pétalas de cor amarela.
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4. Centaurea

O género Centaurea faz parte da familia das Compositae, também
conhecida por Asteraceae. E uma planta anual, com suas origens na Europa, na
regido do mediterraneo, e na Asia em regifes subtropicais e com um clima
temperado. Esta planta € vista como uma erva que cresce nos campos, havendo
estudos que consideram que, em pequenas quantidades, esta planta pode ser uma
boa companhia para as culturas de cereais, enquanto que outros relatérios
consideram as raizes desta planta como um obstaculo, relativamente a obtencao de
nutrientes das cultivares com interesse econémico (Chiru, 2009). E conhecida como
centaurea, escovinha ou fidalguinhos, e tem uma grande variedade de cores que
pode apresentar, como o azul, rosa, branco, vermelho e roxo (sendo a cor azul a

mais comum).

A centaurea tem um vasto historial como erva medicinal, apesar de nos dias
correntes ndo ser utilizada com muita frequéncia. Externamente, esta planta pode
ser utilizada como um anti-inflamatério ou como uma erva adstringente para
incbmodos oculares e limpeza de pele. InfusBes de florescéncias desta planta tém
um efeito curativo e acalmante para distlrbios nervosos, como também podem

melhorar a digestéo e a resisténcia a infe¢des (Chiru, 2009).

Todo este carater medicinal é devido aos compostos presentes na planta,
principalmente os compostos fendlicos, como os flavondides e os taninos. Os
compostos fendlicos sdo os metabolitos secundarios mais comuns no reino vegetal,
e agem maioritariamente como fitoalexinas, como agentes atrativos de
polinizadores, contribuindo ainda para a coloragédo das plantas e tendo ainda uma

componente de protecdo contra a luz UV ( Blainski et al, 2013).

Existem mais de cindo mil compostos de flavonéides na Natureza que foram
classificados em diferentes grupos tais como as antocianinas, as flavonas e
isoflavonas, as auronas, etc. Dentro destes compostos, as antocianinas irdo ser

analisadas em maior pormenor neste trabalho.
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Antocianinas

A palavra antocianina provém das palavras gregas Anthos que significa flores e
Kyanos que significa azul (Melo et al, 2009).

As antocianinas sao os pigmentos hidrossolUveis mais comuns que se pode
encontrar nas flores e frutos, e conferem uma grande diversidade de cores, que
preenche praticamente todo o espetro visivel, desde o laranja e vermelho,
passando pelo roxo e os tons azulados (Teixeira et al, 2008 & Fernandes et al,
2013).

As antocianinas sado glucésidos derivados de polihidroxi e polimetoxi de 2-
fenilbenzopirilio ou catido flavilio (Figura 2), diferenciando-se no numero de
compostos hidréxilos na molécula, no grau de metilagdo, na natureza e no nimero
de moléculas de acucar como também a posicdo da ligacao. O catido flavilio é a
estrutura base, com um esqueleto Cg-Cs-Cs tipico de flavondides, que contém
ligacGes duplas conjugadas, responsaveis pela absor¢éo da luz a um comprimento
de 500 nm, apresentando a cor vermelha (Rein, 2005). As agliconas, i.e. a parte da
molécula sem agucares presentes sdo denominadas por antocianidinas, e estas
também se diferenciam pelo numero, natureza e posi¢do dos grupos hidroxilo e
metoxilo presentes. As antocianidinas mais comuns sdo as 6 representadas na
figura 2 (Khan e Farooqui, 2011).

R Ry Ra antocianina  antocianidina

P _-OH _ -
) [ H H pelargonina  pelargonidina

HO- A ~'-'q-[r"' e ‘“‘R? OH H cianina cianidina

pecnina pecnidina

—OH H‘T:# ~F ™o o Jah ook delfinina delfinidina

N R e on 98 OH

HO" ; / OCH; OH petunina petunidina
HC -bH HO OCH, OCH; malvina malvidina

Figura 2.- Estrutura geral das antocianinas (Catido Flavilio) e das suas antocianidinas

Fonte: Yoshida et al, 2008
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De entre as varias moléculas de aclUcar que podem ser encontradas nas
antocianinas, as mais comuns sao a glucose, a galactose e a ramnose (Figura 3).
Estas moléculas normalmente ligam-se ao grupo 3-hidroxilo da antocianidina, no
caso de monosacaridos, ou no caso de bissacéridos podem haver ligacdes nos
grupos 3-hidréxilo e 5-hidréxilo ou, raramente, nos grupos 3-hidréxilo e 7-hidroxilo
(Rein, 2005 & Khan e Farooqui, 2011)

H OH H
—— —0 e —
TN LN
HO-.. i OH H-, oH
A Hoh on oM g
B-D-Glucose a-L-Rhamnose o o
(6-deoxy-L-Mannose) o ".H '
H
\/Ef "
H=—{" HO
oH

H
WO HO , )
H R4 " HO— =20 ¢
oH HO N _oH Ho- N _OH - .
"""ﬂ o l[H P Sophorase Rutinose Sambubiose
A H

] p-D-Glucosyl-  o-L-Rhamnosyl- p-D-Xylosyl-
p-D-Galactose  o-L-Arabinose  B-D-Xylose  D-glucose D-glucose D-glucose

Figura 3.- Unidades glicosidicas que se podem encontrar nas antocianinas

Fonte: Rein, 2005

As antocianinas sdo representadas por mais de 600 estruturas moleculares e tém
um grande interesse para a industria alimentar, ndo sé por conferirem cores aos
alimentos, mas também pelos beneficios que conferem, pela sua ingestdo, na
saude humana (Konczak e Zhang, 2004).

Estes beneficios para a saude humana sdo vastos: prevenicdo de doencas
cardiovasculares, diabetes e cancro. Para além destes fatores, estes compostos
apresentam um nivel de toxicidade bastante baixo, promovendo a sua utilizacdo na
alimentacéo (Ribeiro et al, 2004 & Liu et al, 2012).

Apesar destes beneficios, existem ainda algumas barreiras a ultrapassar, uma vez
gue as antocianinas sdo muito instaveis e altamente suscetiveis a degradacgfes. A
sua estabilidade é afetada pelo pH do meio, a temperatura, a presenca de enzimas,
luz, oxigénio e ainda pela estrutura e congentracdo das proprias antocianinas. A
presenca de outros compostos como flavonoides, minerais e proteinas também

podem influénciar esta estabilidade (Khan e Farooqui, 2011).
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Na figura 4 apresenta-se as transformacdes estruturais das antocianinas e as varias

cores obtidas, devido a variagao do pH.

— HO 0 OH —
GLUCOSE
pH | pH 4-5 pH 7 -8
Laranja - Vermelho Incolor Azul

Figura 4.- Transformagdes estruturais de antocianinas através de mudancas de pH

Adaptado de: Ronald E. Wrolstad, 1993

Segundo Kbsaku Takeda e Satoko Tominaga, até 1983 acreditava-se que a cor azul da
centdurea era proveniente, maioritariamente, devido a cianidina 3,5-diglucésido — cianina.
No entanto, ap6s um estudo realizado nesse ano por estes dois autores, concluiram que a
cor azul da centaurea era devido a cianidina 3-sucinil glucésido 5-glucésido, em vez de a
cianina. Esta nova antocianina, nunca antes identificada, ficou conhecida como

centaurocianina (Takeda e Tominaga, 1983).
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lll.  Desenvolvimento Experimental

1. Materiais

Material biolégico

Calendula officinalis

Centaurea cyanus

Outros materiais

Papel de filtro Whatman n® 4 QUALITATIVE

Reagentes

Acetato de Sddio — Merck; pro analysi

Acetona — Sharlau, SA; purisima

Acido acético — Merck-Schuchardt; 99-100% for synthesis
Acido citrico — BDH Chemicals; general purpose reagent
Acido cloridrico —Merck; pro analysi

Acido gélico — Merck; extra puro

Agua destilada

Carbonato de S6dio—Hopkins & Williams

Cloreto de Ferro Hexahidratado — Merck; pro analysi
Cloreto de Potassio — RPE; agente puro

DPPH -

Etanol - Panreac

Eter etilico — Merck; pro analysi

Hexano — Merck; pro analysi
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Hidréxido de Sédio — Merck; pro analysi
Metanol — Merck; pro analysi

Reagente Folin-Ciocalteau—Panreac
Solucado tampéo 4 — Panreac

Solucédo tampéo 7 — Panreac

Solucédo tampéo 9 — Panreac

Tampao acetato —Merck; pro analysi

TPTZ - Flucka

Equipamentos

Destilador Kottermann 1032

Moinho lka-Werk (Janke & Kunkel)

Homogeneizador Ultra Turrax T25

Centrifuga Martin Christ Osterode/Harz (pequenas quantidades)
Centrifuga Dorval RC-5B com rotor GSA (grandes quantidades)
Evaporador rotativo BUCHI R-114

Agitador

Medidor de pH Crison Basic 20

Colorimetro Minolta Chroma Meter CR-200b

Espectofotometro Hitachi U-2010

Ultra sons Branson 2200
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2. Métodos

2.1 Preparacao da amostra

Este trabalho envolve o estudo de duas plantas, Calendula officinalis e Centaurea
cyanus, as quais foram fornecidas pela Herdade do Gamoal em Montargil, onde foi realizada
uma primeira secagem em estufa elétrica. No INIAV, por as plantas terem adquirido
humidade durante o transporte, foi realizada uma segunda secagem, em estufa, de modo a

poderem ser armezandas

De seguida, as pétalas foram separadas das sépalas e outros residuos, pois é nesta
parte do material vegetal (pétalas) que se encontram 0s compostos que interessam extrair e
gue apresentam interesse para a industria (Figura 5).

Pétalas

Sépalas

Figura 5.- Morfologia das flores secas, utilizadas para preparacéo do material vegetal, caléndula
(esquerda) e centaurea (direita)

De seguida as pétalas foram trituradas num moinho Ika-Werk (Janke & Kunkel), com
uma rede de malha 0.5 um de didametro (Figura 6). Nesta etapa pretendeu-se aumentar a

area especifica da matéria-prima para a extragéo, de modo a aumentar o rendimento.
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Figura 6.- Pétalas antes (cima) e depois (baixo) da moagem, da centaurea (esquerda) e caléndula
(direita)

2.2 Extraccgao da fragao corante

Para a obtencéo de corantes, em qualquer industria, o rendimento é um fator muito
importante. Com isto em vista, 0 primeiro passo que foi realizado foi a otimizacdo do
processo de extracdo, que foi realizada de maneira diferente para cada um das plantas.

No caso da caléndula, foram testados métodos de extragcdo diferentes, utilizando
solventes diferentes e testando ainda a influéncia da temperatura na extragdo. S&o

apresentados de seguida os diferentes métodos de extracéo realizados para a caléndula.
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lgde

amostra

moida

Homogeneizagao

\ 4

Repouso (24 h / 4°C)

A 4

Centrifugacao
(4500 rpm/ 10 min)

Residuo Sobrenadante

\ 4

20 mL de metanol

Extracao
(20 mL de
metanol)

A 4

l

> Centrifugacao
(4500 rpm / 10 min)

3 X

Residuo

Sobrenadante

A 4

Filtracdao

Evaporacdo do solvente

Conservagao da amostra em
local escuro e a-18 2C
(até posterior analise)

Figura 7.- Diagrama de extracao, utilizando metanol a frio ( 4 °C)
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1 g de amostra
moida

20 mL de
metanol

Homogeneizagao

A 4

Aquecimento
(2h/65°C)

\ 4

Centrifugacdo
(4500 rpm / 10 min)

Residuo

\ 4

Extracao
(20 mL de
metanol)

A 4

v

Sobrenadante

Centrifugacao
(4500 rpm / 10 min)

A 4

Residuo Sobrenadante ——

A 4

Filtracdo

Evaporacgao do solvente

Conservagao da amostra em
local escuro e a-18 2C
(até posterior analise)

Figura 8.- Diagrama de extracao, utilizando metanol como solvente de extracdo, a quente (65 °C)
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1 g de amostra
moida

10 mL de acetona
10 mL de etanol
20 mL de hexano

Extracao

(Num recipiente com gelo, agitou-
se levemente o tubo durante 5

minutos)

< 6 mL de 4gua

(Num recipiente com gelo, agitou-
se levemente o tubo durante mais

Nova extragao

5 minutos)

l

(A temperatura ambiente,
durante 10 minutos)

Repouso

Residuo Sobrenadante
\4 l
Eliminado
Filtracdo

Evaporagao do solvente

Conservagdo da amostra em local
escuroea-18 2C
(até posterior analise)

Figura 9.- Diagrama de extracéo utilizando como solugdo uma mistura entre acetona, etanol e hexano
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até ter

1 g de amostra 20 mL de
moida metanol
Homogeneizagao
\ 4
Centrifugacao
(4500 rpm / 10 min)
Residuo Sobrenadante Separacdo de fases
(Adicionar 80 mL de agua e
o agitar.
v > .
- Deixar repousar
Extragdo ocorrido a separac3o, ao
(20 mL de abrigo da luz)
metanol)

\ 4

Centrifugacao
> (4500 rpm / 10 min)

Fase
Organica

Fase
Aquosa
(Rejeitar)

2x Residuo

Sobrenadante

l

Lavagem
(20 mL de
éter)

Evaporacdo do solvente

Conservagdo da amostra em
local escuro e a -18 2C
(até posterior andlise)

Figura 10.- Diagrama de extracao através de separacgao de fases
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1 g de amostra 20 mL de
moida etanol:agua (60:40)

Homogeneizagao

\ 4

Aquecimento durante 2 horas
(2 h/65°C)

A 4

Centrifugacao
(4500 rpm / 10 min)

Residuo Sobrenadante

A 4

Extracdao Filtragao
(20 mL de

A 4

A 4

etanol:agua)

A 4

Centrifugacao

\ 4

(4500 rpm / 10 min)

Evaporacgao do solvente
3x

Residuo Sobrenadante

Conservagao da amostra em
local escuro e a-18 2C
(até posterior analise)

Figura 11.- Diagrama de extracao a quente (65 °C), utilizando uma solugéo de etanol:agua (60:40) como
solvente de extragéo
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Para a centaurea, analisou-se em primeiro lugar o efeito da temperatura no
rendimento da extracéo, e posteriormente o efeito do pH. Como tal, foram realizadas duas
extracdes, uma a frio e outra a quente, segundo os diagramas apresentados nas figuras 7 e
8, respetivamente. Para analisar o efeito do pH, manteve-se a temperatura, tendo sido
seguido o procedimento esquematizado no diagrama da figura 12, fazendo-se variar o pH do
solvente de extracdo. Na tabela 2, sdo apresentados os diferentes solventes utilizados e o
seu nivel de pH.

Tabela 2.- Lista de solventes de extracdo para a obtencéo de corantes para a Centaurea cyannus

Solventes Descricao pH
A Etanol:HCl:Agua (50:1:49) pH=1
B Etanol:Agua acidificada com HCI (60:40) pH=1
c Etanol:Agua acidificada com HCI (60:40) pH=4
D Etanol:Agua acidificada com Ac. Citrico (60:40) pH =4
E Etanol:Agua (60:40) pH=6
F Etanol:Agua alcalinizada com NaOH (60:40) pH=8
G Etanol:Agua alcalinizada com NaOH (60:40) pH =10

Como jé& foi referido anteriormente, as antocianinas tomam uma cor mais azulada,
em meios com um pH mais elevado. Por esta razdo, foram realizadas diferentes extracoes,
em que foi utilizado como solvente de extracédo solu¢cdes com niveis de pH que variaram
entre 1 e 10. Infelizmente, ndo foi possivel obter extratos com uma cor azul, uma vez que a
cor vermelha esteve sempre presente. Sendo assim, 0s extratos de solucdes com pH mais

elevado obtiveram uma cor roxa.

A utilizacé@o de acido citrico serviu como comparacao de rendimentos, para verificar
se este solvente poderia substituir o acido cloridrico, visto este ser considerado mais natural,

sendo assim também mais aceitavel na industria alimentar.
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Figura 12.- Diagrama de extracéo, apos estudo da temperatura, da centaurea
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2.3 Métodos analiticos

2.3.1 Cor

Como jé& foi dito anteriormente, a cor € um fator muito importante para a aceitacao de

um produto alimentar, e por isso foi um dos parametros estudados neste trabalho.

A cor depende de trés fatores: a fonte de luz, a amostra (objeto a ser observado) e o
observador. A impressdo de cor resulta destas trés varidveis e pode ser expressa
quantitativamente através da medi¢do da cor (Macdougall, 2002). Wright (1969) e Guild
(1931) desenvolveram um trabalho que consistiu no estabelecimento de respostas
caracteristicas de um olho humano padrao a diferentes cores do espetro provenientes de
varias fontes de luz. Este trabalho levou a formacéo da CIE (International Commission on
[llumination), Comisséao Internacional de lluminagéo, com o objetivo de promover um férum
para a troca de ideias e informacdes e para se padronizarem todos os termos relativos a

iluminagéo.

Em 1976, a CIE especificou dois espacos de cores. Um deles foi destinado para uso
de cores com iluminacgéao prépria (ex.: monitor de televiséo), enquanto o outro foi direcionado
para o uso com cores de superficie e é conhecido como espaco de cores CIE 1976, ou L a*
b*, ou, mais correntemente, pela sigle CIELAB. O CIELAB permite a especificacdo de
percepcoes de cores num espaco tridimensional. A axial “L” € conhecida como luminosidade
e estende-se de 0 (preto) a 100 (branco). As outras 2 coordenadas, a* e b*, representam,

respetivamente, avermelhar — esverdear e amarelar — azular (Piggott, 1998)

Para a medida dos parametros de cor L a* b* recorreu-se a um colorimetro de
reflectancia Minolta Chroma Meter CR-200b, com uma abertura de leitura de 8 mm,
iluminacdo difusa e angulo de observacdo de 0°. Os resultados obtidos por este
equipamento foram apresentados no espaco uniforme de cor CIE (L a* b¥).

As leituras foram realizadas em todas as étapas do trabalho, desde a otimizacao do
processo de extracdo, como posteriormente na analise da termo resisténcia, para avaliar se
0 corante esta apto para ser utilizado em alimentos que sofram aquecimento, como na foto
resisténcia, para se poder ter uma ideia de que tipo de processo tecnoldgico os alimentos
podem ser submetidos ou do tipo de embalagem que podem ser utilizados durante a
conservacdo dos alimentos, para ndo perderem a coloracdo durante a transformacédo e a

armazenagem. Todas as leituras foram feitas em triplicado e sextiplicado.
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2.3.2 Método de reducéo do ido ferro (FRAP)

A capacidade antioxidante dos extratos, dos corantes extraidos a partir do material
vegetal, foi determinada pelo método de reducdo do ido ferro (FRAP — Ferric Reducing
Ability of Plasma), descrito por Benzie e Strain. Este método é bastante facil e acessivel
para qualquer laboratorio interessado na determinacdo da capacidade antioxidante (I.
Benzie, J. Strain, 1996). Baseia-se na reducdo do complexo Fe*/tripiridiltriazina, em meio
acido (pH = 3.6) no complexo Fe?/tripiridiltriazina. Este Gltimo apresenta uma cor azul e tem

uma absor¢cao maxima a um comprimento de onda de 593 nm.

Para a realizacdo deste teste foi necessario preparar primeiramente a solucdo FRAP.
Para tal misturou-se, de forma ordenada, os seguintes reagentes: 2,5 mL de (10 pmol/L
TPTZ em 40 pmol HCI), 2,5 mL de (20 pmol/L FeCl;.6H,0) e 25 mL de (16 mL C,H,O,/L em
tampao acetato (300 pumol/L, com pH = 3.6). Este tampao acetato foi obtido através da
solubilizacéo de 3.1 g de C;Hs;Na,.3H,O em &agua.

De seguida misturou-se 0,2 mL da amostra com 1,8 mL da solucdo FRAP, agitou-se
e esperou-se 5 minutos, com a amostra no escuro. Preparou-se ainda um padrdo com agua
destilada. Por fim fez-se a leitura da absorvancia a um comprimento de onda de 593 nm, em
triplicado, num espectofotometro de feixe duplo (Hitachi U-2010 Spectrophotometer) com o
software UV Solutions, version 1.2 Hitachi Instruments, Inc. 1996-1999.

A capacidade antioxidante dos corantes foi obtida através de uma curva de calibragédo, onde
foram preparadas diferentes concentracdes de sulfato de ferro. Os resultados obtidos séo

expressos em micromol de i&o sulfato de ferro por grama (umol Fe?*. g™) de residuo seco.

2.3.3 Método de captacdo do radical DPPH

Visto ndo haver um método Unico para determinar a capacidade antioxidante, foi
utilizado outro, o método de captagdo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). Este
método, descrito por Bran-Williams et al (1995), com modificacdes apresentadas por
Scherer e Godoy (2009), baseia-se na captagédo deste radical por antioxidantes presentes

na amostra, provocando uma diminuicdo da absorvancia (Rufino et al , 2007).

A capacidade antioxidante dos extratos dos corantes extraidos a partir do material
vegetal foi obtida através da solubilizacdo duma parte da matéria seca extraida, a solugéo-

mae, e realizando posteriores diluicbes desta.
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De seguida preparou-se uma solucdo etandlica 95% (v/v), para se solubilizar 8 mg
de DPPH, num baléo aferido de 100 mL.

Por fim, pipetou-se 100 uL da solucdo-mae e de cada diluicdo e adicionou-se 2 mL
de da solu¢do DPPH (0.2 mM), agitou-se e guardou-se durante 1 hora no escuro, antes de
terem sido efetuadas as leituras a 517 nm no espetofotometro. Foi ainda preparado um
ensaio em branco, com 200 uL de 4gua destilada e 4 mL da solugéo etanodlica 95% (v/v), e
uma solucdo padrdo com 200 pL de agua destilada e 4 mL da solu¢cdo DPPH. As leituras

foram efetuadas em triplicado.

Os resultados da captacdo de radicais livres sdo expressos em unidades de
concentracdo representada através de ECs, (mg.mL™?), isto é, a concentracdo de
antioxidantes necessaria para se captar 50% de radicais de DPPH, num certo periodo de

tempo, através da equacgéo 1.

Outra forma de se apresentar a capacidade antioxidante das amostras é pelo indice

de Atividade Antioxidante (IAA), que é calculado pela equacéo 2.

Célculo do parametro ECx

Abs do Branco DPPH — Abs da

Qe a amostra
Inibicdo de DPPH (%) = x100 (Eq. 1)

Abs do Branco DPPH

Pela recta obtida, iguala-se ECso~> 50.

Célculo do IAA

Concentracao Final de DPPH
IAA = (Eq. 2.)
ECso
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2.3.4 Método de Folin-Ciocalteau para a determinacéo de compostos fendlicos
totais

O teor de compostos fendlicos totais foi realizado pelo método de Folin-Ciocalteau,
descrito por Slinkart e Singleton (1977), nos extratos dos corantes extraidos a partir do
material vegetal. Este método consiste na reducdo do reagente de Folin, pelos compostos
fendlicos, formando-se Oxidos de tungsténio (WgO,3) € molibdénio (MogO,3), ambos de cor

azul e com uma absor¢do maxima a um comprimento de onda de 750 nm.

Para a reacdo utilizou-se entre 500 UL e 1 mL da solucédo dos extratos de corantes
(obtida por diluicdo do residuo seco), com posterior adicdo de 7,5 a 7 mL de agua destilada
(consoante a quantidade de amostra colocada), 500 yL de reagente Folin-Ciocalteau e 1,5
mL de carbonato de sddio (20%). Para o ensaio em branco foi utilizado 8 mL de agua
destilada, em substituicdo da quantidade de amostra. A leitura da absorvancia foi realizada
apos 2 horas, nas quais os extratos dos corantes se encontravam em local escuro, contra o

branco, no espectrofotometro. Todas as leituras foram realizadas em triplicado.

O teor de compostos fendlicos foi calculado a partir de uma curva de calibragéo,
preparada através de diferentes concentracdes de &cido galico (6,28 x 10 a 1,25 x 102 g.L’
1, com um coeficiente de correlagdo de 0,9975. Os resultados sdo expressos em

equivalente miligrama de ac. galico por grama de residuo seco.

2.3.5 Carotenoides totais

Para o teor de carotendides totais foi necessario solubilizar a matéria seca, resultante
dos extratos dos corantes, obtidos nas fases anteriores, e efetuando-se a leitura das

absorvéancias dos extratos a um comprimento de onda de 472 nm.

Os resultados foram obtidos seguindo o método de calculo de K. John Scott, pela
equacao 3, sendo estes expressos em g de carotendides totais por mL de solug&o. Os
resultados finais foram expressos em micrograma (ug) de carotendides totais por grama (g)

de matéria seca, através da densidade.

(Eqg. 3.)
Carotendides AxF.DxPx1000

Totais

CEMxV

30



Na equacdo temos A como o valor de absorvancia obtido pelo espectrofotémetro,
F.D como o factor de diluicdo, caso tenha sido realizado alguma, P o peso (mg), C.E.M é o

coeficiente de extingdo molar e V o volume utilizado (mL).

2.3.6 Antocianinas totais

Para a determinacdo do teor de antocianinas utilizou-se o método de pH diferencial,
segundo Ronald E. Wrolstad (1993). Este método consiste na determinacdo da diferenca de
absorvancias de duas solucdes de pH=1 e pH=4.5, preparadas a partir do residuo do
corante que se pretende analisar e lidas a dois comprimentos de onda (510 nm e 700 nm).

As solucdes de pH=1 e pH=4.5 foram preparadas da seguinte forma: para o pH 1
dissolveu-se 1,49 g de cloreto de potassio (KCIl) em 100 mL de agua destilada, misturou-se
1,7 mL de HCI com agua destilada até perfazer 100 mL e por fim misturou-se 25 mL da
primeira solucdo com 67 mL da segunda, fazendo ajustes no volume restante, até se obter
100 mL. Para o pH 4,5 dissolveu-se 1,64 g de acetato de sd6dio em 100 mL de agua
destilada, fazendo ajustes com HCI, até se obter o pH de 4,5.

De seguida misturou-se 1 mL de cada amostra com 4 mL de cada uma das solu¢des
de pH 1 e 4.5, num baldo aferido de 5 mL, proseguindo-se a leitura das absorvancias a dois
comprimentos de onda: a 510 nm e a 700 nm. Cada uma das leituras foi feita em

quatriplicado.

Relativamente aos calculos, foi primeiro obtida a absorvancia total, através da
equacao 4. Os resultados do teor de antocianinas totais foram obtidos segundo a equacgéo

5, onde séo expressos em miligramas (mg) de antocianinas por litro (L) de amostra.

Célculo da Absorvancia

A = (Abssio pH 1 — Abs;g pH 1) — (Abssio pH 4,5 — Absg pH 4,5) eq. 4.
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Célculo de Antocianinas totais

A x PM x FD x 10
Antocianinas (mg.L™) = ] eq. 5.
EX

Na equacédo 5 temos expresso: A como a absorvancia total, calculada anteriormente,
PM é o peso molecular da antocianina (449,2), FD é o factor de diluicdo (10), ¢ é a
absorvancia molar de cianidina-3-glucosido (Cyd-3-glu) (26 900) e L € o comprimento da

célula (1)

2.4 Estudo da estabilidade dos corantes

A indUstria alimentar, destino final dos corantes em estudo, € uma indUstria onde
ocorrem Varios processos tecnologicos de transformacgéo e conservacao dos alimentos. Por
estas razdes, devem ser estudadas mais em pormenor certas condigbes, de maneira a
evitar alteragdes nas estruturas moleculares dos alimentos, causando deterioragdes dos
mesmos. Por essa razdo foram estudadas a estabilidade dos corantes em certos ambientes,
como no caso da presenca de luz (foto estabilidade) e em ambientes de refrigeracdo e de

aguecimento (termo estabilidade).

Para estes estudos foram analisadas todas as componentes que foram apresentadas
anteriormente, pelos devidos testes referidos (Cor, FRAP, DPPH, Folin, carotendides totais e

antocianinas totais).

2.4.1 Foto estabilidade

As antocianinas, presentes maioritariamente na Centaurea, tém uma certa
dificuldade em ser utilizadas devido a sua baixa estabilidade na presenca de luz (Bailoni, et
al. 1998).

O estudo da foto estabilidade, ou da resisténcia dos corantes a luz, tem como
objetivo avaliar em que condi¢gBes, na presenca/auséncia de luz, um corante pode ser
preservado, sem que a sua cor seja modificada. Estes ensaios de foto-resisténcia servem

para avaliar os alimentos e 0s processos tecnol6gicos em que os corantes em estudo
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possam ser adicionados sem que haja alteracdo da cor. Por exemplo, estabelecer o tempo
em que um corante, apés adicionado a um alimento, possa estar exposto a luz numa vitrina,
OuU 0 tempo em que esse corante possa estar no escuro, sem originar a alteracdo de cor que
correspondem a modificagdes nas estruturas moleculares dos compostos constituintes dos

corantes.

Para a realizacdo deste estudo foram preparados extratos dos corantes apartir do
residuo do material vegetal extraido anteriormente e solubilizados em determinados
solventes, tendo sido colocados em tubos de ensaio, hermeticamente fechados, para evitar
oxidacdo devido ao oxigénio atmosférico. De seguida os tubos foram sujeitos a diferentes
condi¢des de luz e temperatura:

» 10 tubos com iluminacdo constante, numa estufa, a temperatura de 25 °C;

» 10 tubos foram colocados no escuro a temperatura ambiente.

Para a realizagdo dos testes referidos anteriormente (cor, FRAP, DPPH, Folin,
carotendides totais, antocianinas totais), foram retirados 2 tubos de ensaio, semanalmente.
Posteriormente um dos tubos foi congelado a uma temperatura de -18 °C, e o outro posto
de novo nas condi¢cdes em que se encontrava. O tempo deste estudo para a centaurea foi
de 30 dias, tendo-se escolhido como dias de analises os dias 7,14, 21, 24 e 30, enquanto
que para a caléndula foi necesséario um tempo superior de 55 dias, sendo os dias de andlise
os dias 7, 14, 21, 24, 30, 40, 47 e 55.

Relativamente as amostras da centaurea a um pH 3, ndo foi possivel obter

resultados, visto estas terem desenvolvido fungos durante a sua primeira semana.

2.4.2 Estabilidade térmica

O estudo da resisténcia dos corantes ao calor, ou da termo estabilidade, tem como
objetivo avaliar a temperatura a partir da qual um corante pode manter a cor, sem se alterar.
A maioria dos processos de producgdo, controlo e armazenamento de produtos alimenticios
recorrem a diferentes temperatuas (altas e baixas) para aumentar a eficacia dos processos.
Temos como exemplos a esterilizacao, a refrigeracdo, a cozedura, etc. Os ensaios de termo-
resisténcia tém como objetivo avaliar os corantes em ambientes de frio (refrigeracdo) ou

ambientes quentes (processamento a altas temperaturas).
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2.4.2.1 A temperaturas de refrigeracao

Para o estudo da termo estabilidade a temperaturas de refrigeracdo, seguiu-se o
mesmo método como para o estudo da foto estabilidade. Portanto, foram sempre retirados 2
tubos para andlises, seguindo o mesmo esquema de dias anteriormente descrito (7, 14, 21,
24, 30 para a centaurea; 7,14, 21, 24, 30, 40, 47, 55 para a caléndula). Os tubos
encontravam-se armazenados num frigorifico, a uma temperatura constante de 4 °C e em

condicbes de auséncia de luz (escuro).

Neste estudo ja foi possivel obter resultados para a extracdo da centaurea a um pH

3, visto que as condic¢des de temperatura ndo possibilitaram o desenvolvimento de bolores.

2.4.2.2 A temperatura ambiente e superiores

Para a realizacdo deste estudo foram preparados extratos dos corantes a partir do
residuo do material vegetal extraido anteriormente e solubilizados em determinados
solventes. O residuo da caléndula foi solubilizado em etanol, uma vez que os carotendides
ndo sao hidrosolaveis, enquanto o residuo da centdurea foi solubilizado em agua.
Posteriormente foram colocados em tubos de ensaio, hermeticamente fechados, para evitar
oxidagdo devido ao oxigénio atmosférico. De seguida os tubos foram sujeitos a diferentes
condigbes de temperatura. Num banho-maria, colocaram-se 18 tubos, tendo-se resultados
em triplicado. De seguida, retirou-se 3 tubos a cada 10 minutos, até se perfazer 1 hora de
tratamento. As temperaturas escolhidas para este estudo foram os 20, 40, 60, 80 e 100 °C.

Os tubos de ensaio com os extratos da caléndula ndo ultrapassam a temperatura

de 80 °C, uma vez que o etanol apresenta um ponto de ebulicdo de 78 °C.
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V. Resultados e discussao

Preparacao da amostra

7

O rendimento do processo de fabrico € um dos pontos mais importantes que
orientam o operador durante o procedimento experimental, visto este ter um peso
fundamental no célculo do custo do produto e na rentabilidade de um determinado proceso
de fabrico. Por esta razéo, os fatores que afetam o rendimento devem ser conhecidos, para
avaliar as variacdes que possam ocorrer. Discutem-se de seguida alguns dos pontos que
podem afetar o rendimento do processo de fabrico. Houve duas étapas preparatérias
iniciais, nas quais ocorreram algumas perdas de matéria-prima. A separacdo das pétalas

das sépalas e outros residuos presentes demonstrou a maior perda.

70
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Figura 13.- Rendimentos da morfologia de ambas as plantas

Na figura 13 pode verificar-se que, em ambas as plantas, as pétalas nao
representam a maioria da planta. Enquanto que na caléndula cerca de 42% (+ 1,43) da

florescéncia da planta s@o pétalas, na centaurea sdo aproximadamente 35%  (+ 4,21).

A segunda perda de matéria-prima diz respeito a moagem. Esta etapa teve um
rendimento bastante maior que a anterior, visto que neste processo foi utilizado
equipamento proprio, e ndo simples mao de obra, como também pelo facto de, nesta etpa,

toda a matéria ter sido utilizada.
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Figura 14.- Rendimento da moagem das pétalas de ambas as plantas Calendula officinalis e Centaurea
cyanus

7

Como ¢é visivel na figura 14, a caléndula obteve um rendimento médio
aproximado de 72%, enquanto que para a centaurea este rendimento foi de 89%,
aproximadamente. Como a centaurea tem pétalas de tamanho inferior que a
caléndula, estas foram mais faceis de reduzir o tamanho.

Otimizacado do processo de extracao

Para a otimizag&o do processo de extragdo foram realizados diversos ensaios com
diferentes solventes de extracdo, tendo sido feitas analises posteriores ao rendimento da
extracao, a cor, a capacidade antioxidante (FRAP), ao teor de compostos fendlicos totais
(Folin-Ciocalteu) e aos teores de carotendides totais e antocianinas totais, dependendo da
planta em estudo. Para uma melhor organizacdo, os resultados vao ser aprsentados em

separado, sendo 0s primeiros relativos a caléndula, e posteriormente serdo apresentados 0s
da centaurea.

Caléndula

Para a caléndula foram realizados 5 métodos de extracao diferentes, como foi
representado anteriormente. Para analisar em qual dos métodos houve um rendimento

maior, pesaram-se 0s residuos dos extratos, apés evaporacdo do solvente.
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Figura 15.- Rendimento das diferentes extracdes realizadas tendo como matéria vegetal a caléndula

Através dos resultados obtidos (Figura 15), verificou-se que as extracdes com
metanol foram as que proporcionaram a obtencdo de um maior rendimento, e que, entre
estas, a extracao onde houve um aumento de temperatura, através de um aquecimento em
banho maria, teve um rendimento ligeiramente superior (aproximadamente 41% para a
extracao a frio, e 44% para a extracao a quente).

Na industria alimentar nem todos os reagentes podem ser utilizados, pois podem
pbr em causa a saude humana. Por essa razdo, utilizou-se a dgua ou o etanol como
reagentes de solubilizacédo, para a realizacdo das posteriores andlises, uma vez que sao
reagentes universalmente admissiveis. Para a caléndula, visto os compostos carotendides

serem lipossoluveis, utilizou-se o etanol como solvente de solubilizacéo.

A primeira determinacao analitica realizada, apds a extragao dos corantes foi o teor
de carotendides totais. Dos varios processos de extracdo houve trés que sobressairam, a
extracdo na qual se utilizou acetona como reagente, a extracdo por separacdo de fases e a
extracao de metanol a quente. Estas extracdes obtiveram resultados préximos, 1.325, 1.340
e 1.452 pg.mL™ de amostra, respetivamente, enquanto que para as restantes extracoes
obtiveram-se valores inferiores a 0.250 micro-gramas por mililitro (ug.mL™) de amostra
(Figura 16; Tabela 12, Anexo ).
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Figura 16.- Teor de carotendides totais de extractos de Calendula

Quanto a determinacado da cor, visualmente todas as extragdes obtiveram uma cor
laranja. No entanto, quando solubilizadas, a solu¢do adquiriu uma cor amarelo-dourado,
com valores de L a* b* ligeiramente diferenciados. A luminosidade ndo sofreu grandes
variacbes de extracdo em extracdo, ao contrario dos parametros a* e b* (Tabela 3, Figura
17). As extracdes onde se obteve um maior teor de carotendides totais séo aquelas que se

afastaram mais da zona cinzenta, segundo os valores dos parametros a* e b* da cor,

notando-se assim uma correlacéo destes dois aspetos.

Tabela 3.- Parametros a* e,b*da cor de diferentes extratos de caléndula: Cal.l; Metanol a frio; Cal.2-
Acetona; Cal.3- Eter etilico; Cal.4- Metanol a quente; Cal.5- Etanol/Agua (60:40)

L a* b*
Cal.1l 99.15 -4.09 13.54
Cal.2 97.74 -9.91 42.52
Cal.3 97.15 -12.04 | 55.99
Cal.4 96.32 -10.66 | 59.42
Cal.5 98.26 -1.59 6.48
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Figura 17.- Exposicao grafica dos parametros a* e b* da cor de diferentes extratos de caléndula: Cal.1-
Metanol a frio; Cal.2- Acetona; Cal.3- Eter etilico; Cal.4- Metanol a quente; Cal.5- Etanol/Agua (60:40)

Para se determinar a capacidade antioxidante, nesta fase do trabalho, realizou-se
apenas o teste de reducao do ido ferro (FRAP), por ser um teste mais rapido e oferecer uma
resposta rapida, do que a determinacdo da capacidade antioxidante através da captacdo

dos radicais livres (DPPH).

Nos resultados obtidos da capacidade antioxidante (Figura 18; Tabela 13, Anexo 1),
obtiveram-se valores diferenciados para os diferentes solventes de extracdo usados,
sobressaindo-se a extragdo na qual foi utilizada acetona como solvente, com um resultado
maximo de aproximadamente 400 umol Fe?".g" de substrato seco. Para as restantes
extracdes verificou-se uma maior aproximagéo dos valores, sendo que a que obteve piores
resultados, com valores préximos das 80 umol Fe?*.g™* de substrato seco, foi a extragcdo com
metanol a quente. Ndo se observou a mesma tendéncia para os valores obtidos para a
capacidade antioxidante e o teor de carotendides totais, para os diferentes extratos. Uma
explicacdo para estes resultados pode ser o facto de que, ao se ter utilizado a extragdo com
acetona foi possivel extrair-se outros compostos, que por sua vez também tém uma

componente antioxidante, aumentando assim a capacidade antioxidante.
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Figura 18.- Capacidade antioxidante das diferentes extracdes, tendo como matéria prima pétalas de
Calendula officinalis

Relativamente a determinagdo do teor de compostos fendlicos totais, verificou-se
que a extracdo onde se obteve melhores resultados foi onde se utilizou como solvente de
extracdo o metanol a quente, com um teor médio de 3.17 mg.g™ de extrato seco, em
comparacdo com as restantes extracbes, que por sua vez se encontraram com valores
muito préximos, a rondar os 2.90 mg.g* de extrato seco, exceptuando a extracdo de
etanol:agua, que obteve os piores resultados, 0.95 mg.g™ de extrato seco (Figura 19; Tabela
13, Anexo |). Pode-se concluir que, exceptuando a extracdo em que foi utilizado como
solvente etanol:agua (60:40), ndo existe uma diferenga grande em termos de compostos
fendlicos extraidos nas diferentes extracdes. No entanto, a melhor opcdo seria utilizar

metanol com aguecimento como solvente de extragéao.
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Figura 19.- Teor de compostos fendlicos totais dos diferentes extratos de caléndula

Centaurea

Para a centaurea foram realizadas 9 extracdes diferentes, nas quais se fez variar o
solvente de extracdo em fungdo do pH. O método de determinagdo do rendimento foi o

mesmo que para a caléndula.

Etanol:Agua (60:40
B EEE—— pH=10 (NaOH)
___ _____ - Etanol:Agua (60:40)
S — pH=8 (NaOH)
e — Etanol:Agua (60:40)
pH=4 (4c. citrico)
A, Franol:Agua (60:40)
pH=4 (HC)
B Etanol:Agua (60:40)
pH=6
. Metanol (quente) )
Etanol:Agua (60:40)
A RRRRRRim—————nn.~ pH=1 (Han

i, Etanol:Hcl:Agua
(50:1:49) pH=1

= Metanol (frio)
T

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Rendimento (%)

Figura 20.- Rendimentos médios das diferentes extragfes da centaurea
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As extracdes com um maior rendimento foram as que apresentavam o menor valor
de pH. Os solventes utilizados, etanol:dgua acidificada com HCI (60:40) e etanol:HCl:4gua
(50:1:49), tinham ambos o pH=1, e o rendimento obtido foi cerca de 35% (Figura 20).
Relativamente as restantes extragbes, obteve-se um rendimento entre 22-24%, com
excegao para o metanol, onde o rendimento foi inferior a 15%. Como na composicado da
centaurea existe uma grande quantidade de antocianinas, e estas por sua vez sao
hidrosoluvéis, os rendimentos sdo mais elevados nas extra¢cdes onde foi incorporado agua.
Verificamos também que o pH tem influéncia na extracdo, visto que valores inferiores de pH

apresentaram um rendimento superior.

Dado que o metanol apresentou um rendimento de extracao bastante inferior & dos
solventes acima referidos e como este solvente apresenta limitagbes para ser utilizado na
indastria alimentar, ndo se prosseguiu com estes extratos nas determinacbes das

antocianinas totais, cor, capacidade antioxidante e compostos fendlicos totais.

Para realizar os ensaios quantitativos referidos, os residuos obtidos a partir da
centaurea com os diferentes solventes, foram solubilizados em &agua, devido ao caracter

hidrosolUvel das antocianinas.

Os melhores resultados obtidos (Figura 21; Tabela 14, Anexo |) para os teores de
antocianinas totais, foram obtidos com os solventes onde o pH=1, tendo apresentado teores
de 6,8 e 7,5 mg.L™ para a extracdo com etanol:HCl:agua (50:1:49) e etanol:agua acidificada
(60:40), respetivamente. As restantes extracdes tiveram teores ligeiramente inferiores com

valores médios de 5 mg.L™ de amostra.

Etanol:Agua (60:40)
pH=10 (NaOH)
Etanol:Agua (60:40)
pH=8 (NaOH)
Etanol:Agua (60:40)
pH=6
Etanol:Agua (60:40)
pH=4 (Ac. citrico)
Etanol:Agua (60:40)

pH=4 (HCI) Etanol:Agua (60:40)
pH=1 (HCl)
Etanol:HCl:Agua
(50:1:49) pH=1
0 2 4 6 8

Antocianinas totais (mg/L)

Figura 21.- Teor de antocianinas totais nas diferentes extracdes da centaurea
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Quanto a cor, esta foi variando de extracdo em extracdo, passando por tons mais
avermelhados, a pH’s baixos, até tons mais roxos a pH’s mais altos (em estado so6lido).
Quanto a solugéo dos extratos, a cor apresentava tons cor de rosa claros a pH’s baixos (pH
1), e ao longo que estes niveis aumentavam, a cor passava a um castanho-acizentado
(Tabela 4, Figura 22).

Tabela 4.- Pardmetros a* e bf da cor de diferentes extratos de centaurea: Cent.1- Etanol:HCl:Agua
(50:1:49) pH=1; Cent.2- Etanol:Agua(60:40) pH=1 (HCI); Cent.3- Etanol:Agua(60:40) pH=4(HCI); Cent.4-

Etanol:Agua(60:40) pH=4 (Ac. citrico); Cent.5-Etanol:Agua(60:40) pH=6; Cent.6- Etanol:Agua(60:40) pH=8
(NaOH); Cent.7- Etanol:Agua(60:40) pH=10 (NaOH)

L a* b*
Cent. 1 80.96 8.44 6.93
Cent. 2 83.20 8.80 6.85
Cent. 3 87.75 1.67 11.32
Cent. 4 77.17 2.26 12.74
Cent. 5 85.28 1.41 10.20
Cent. 6 71.24 2.74 14.02
Cent. 7 61.78 3.58 16.45
18 -+
16 - ¢ Cent.7
14 - @ Cent.6
12 ¢ Cent4d
¥ Cent.3
b* 10 - ‘ Cent.5
8 -
Cent.2
6 - Cent."
4 _
2 -
0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
a*

Figura 22.- Exposicgao grafica dos parametros a* e b* da cor de diferentes extratos de centaurea: Cent.1-
Etanol:HCl:Agua (50:1:49) pH=1; Cent.2- Etanol:Agua(60:40) pH=1 (HCI); Cent.3- Etanol:Agua(60:40)
pH=4(HCI); Cent.4- Etanol:Agua(60:40) pH=4 (Ac. citrico); Cent.5-Etanol:Agua(60:40) pH=6; Cent.6-

Etanol:Agua(60:40) pH=8 (NaOH); Cent.7- Etanol:Agua(60:40) pH=10 (NaOH)

Os resultados da capacidade antioxidante foram obtidos para o extrato onde foi
utilizado como solvente etanol:agua (60:40) a pH 6. Houve resultados ligeiramente inferiores
nas extracdes com solventes a pH’s 4 e 8, e ainda mais inferiores a pH’s 1 e 10 (Figura 23;
Tabela 15, Anexo 1). E de notar que a capacidade antioxidante é superior em extratos em
gue o pH tomava valores proximos de 7, ou seja, solu¢des neutras, havendo uma disperséo

praticamente linear independentemente se o meio é 4cido ou basico.
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Figura 23.- Capacidade antioxidante dos diferentes extratos da centaurea: Cent.1- Etanol:HCl:Agua
(50:1:49) pH=1; Cent.2- Etanol:Agua(60:40) pH=1 (HCI); Cent.3- Etanol:Agua(60:40) pH=4(HCI); Cent.4-
Etanol:Agua(60:40) pH=4 (Ac. citrico); Cent.5-Etanol:Agua(60:40) pH=6; Cent.6- Etanol:Agua(60:40) pH=8
(NaOH); Cent.7- Etanol:Agua(60:40) pH=10 (NaOH)

Relativamente ao teor de compostos fendlicos totais (Figura 24; Tabela 15, Anexo
1), houve um comportamento muito diferente do esperado. Pode-se verificar pela figura que
guanto menor fér o valor de pH, menor vai ser o teor de compostos fendlicos totais, e a
medida que o valor de pH aumenta, a mesma tendéncia se pode observar no teor de
compostos fendlicos totais. O extrato cent.4 obteve um resultado bastante elevado, em
comparacao com as restantes, o que foge ao comportamento mencionado anteriormente.
Isto pode dever-se a presenca de alguns compostos que foram extraidos pelo facto de ter
sido utilizado um &acido orgéanico (&cido citrico), ou porgue este acido reage com o acido
galico, aumentando assim o teor dos compostos fendlicos. Tirando este facto, conclui-se

gue o pH tem uma forte influéncia na extragdo de compostos fendlicos.
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Figura 24.- Teor de compostos fendlicos totais dos diferentes extratos da centaurea: Cent.1-
Etanol:HCl:Agua (50:1:49) pH=1; Cent.2- Etanol:Agua(60:40) pH=1 (HCI); Cent.3- Etanol:Agua(60:40)
pH=4(HCI); Cent.4- Etanol:Agua(60:40) pH=4 (Ac. citrico); Cent.5-Etanol:Agua(60:40) pH=6; Cent.6-

Etanol:Agua(60:40) pH=8 (NaOH); Cent.7- Etanol:Agua(60:40) pH=10 (NaOH)

Estudo da foto estabilidade

Neste estudo vai ser analisada a influéncia da luz relativamente a estabilidade dos
extratos obtidos. Para isso, selecionou-se, nos ensaios anteriores, o solvente que
proporcionou 0 melhor rendimento, tendo sido utilizado para obter um extrato, que apos
evaporacgao do solvente, permitiu a obtencdo de um residuo que foi utilizado nas diferentes

fases delineadas do estudo de foto estabilidade.

O residuo foi solubilizado num determinado solvente, de modo a obter 30 tubos de
ensaio, que foram repartidos pelas diferentes condi¢cbes do estudo (escuro, luz do dia,
temperaturas). Os 30 tubos foram mantidos simultaneamente, nas condigbes a testar,
durante 30 dias, tendo sido retirados dois tubos, por semana, a que constituiram a amostra a

analisar.

Os parametros analisados foram o teor de antocianinas totais e de carotenoides
totais, a cor, a capacidade antioxidante (pelo método do FRAP e DPPH) e o teor de
compostos fendlicos totais. Os primeiros trés parametros foram realizados nos varios dias
em que se retirou a amostra, enquanto que os restantes apenas foram analisados no

primeiro e no ultimo dia do estudo.
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Caléndula

Para a calendula a extracdo 6tima que foi selecionada foi a de metanol a quente. A
escolha deste solvente deveu-se a obtencdo do melhor rendimento, maior teor de

carotendides e simplicidade de execuc¢do da extracao.

O teor de carotendides totais, de uma forma geral, diminui ao longo do tempo, no
entanto, estas perdas que ocorrem sdo muito maiores quando existe a presenca de uma

fonte de luz do que na sua auséncia.
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Figura 25.- Evolugéo do teor de carotendides de extratos de caléndula na presenga e auséncia de luz, ao
longo do tempo

Pela analise da Figura 25 (Tabelas 16 e 18, Anexo ll), verifica-se que o teor de
carotendides variou significativaente (p<0,05) nos primeiros 7 dias de conservacao ao abrigo
da luz, tendo-se mantido constante no restante tempo de analise, 55 dias. Para as amostras
gue se encontravam na presenca de luz, verifica-se que o teor de carotenoides varia mais
ao longo do tempo. Nos primeiros 14 dias ocorre uma variacdo significativa (p<0,05),
havendo um posterior equilibrio até ao 30° dia, a partir do qual foi sempre verificado uma
variagdo significativa no restante tempo de andlise. O acréscimo verificado no inicio do
periodo de analise deverd ser confirmado, pois ndo era espetavel. Este aumento pode
dever-se a efeitos de concentracdo do solvente, o0 mesmo podendo ter ocorrido no
acréscimo final, em condicdes de presenca de luz. Pelo exposto pode concluir-se que estes

carotenoides sé@o estaveis quando mantidos ao abrigo da luz.
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Quanto a cor, no caso das amostras que nao ficaram ao abrigo da luz, notou-se
uma ligeira descoloracéo, ficando as amostras com um tom mais amarelo claro, em vez de
amarelo. No entanto, nas condicbes de auséncia de luz, ndo foi verificada alguma
modificacdo da cor. Relativamente aos valores dos parametros L a* b*, houve um pequeno
aumento do L (luminosidade) ao longo do tempo, enquanto que para os parametros a* e b*
houve comportamentos diferentes. O a* varia de forma aleat6ria entre os valores -12 e -11,
ndo se registando alguma explicacdo significativa, e o b* de uma forma geral, diminui ao
longo do tempo, sendo estas descidas mais acentuadas nas solu¢gbes que ndo estavam ao
abrigo da luz (Tabelas 5 e 6, Figura 26).

Tabela 6.- Parametros L a* b* da cor Tabela 5.- Parametros L a* b* da cor
das amostras da caléndula, na das amostras da caléndula, na
presenc¢a de uma fonte luminosa auséncia de uma fonte luminosa
Luz L a b Escuro L a b
0 94.15 -11.31 95.92 0 94.15 -11.31 | 95.92
7 94 68 -11.28 88.91 7 94 .41 -12.12 | 93.62
14 9517 | -11.67 84.33 14 94.80 -12.60 | 92.77
21 95.32 -11.78 80.25 21 94.91 -12.71 | 91.43
24 94 46 -11.92 94 .34 24 95.28 1174 | 79.21
30 94.65 -12.18 93.29 30 95.58 -11.99 | 76.62
40 95.68 -11.54 71.19 40 95.04 -12.97 | 91.02
47 96.16 -11.47 65.76 47 94 87 -13.04 | 89.60
55 96.04 | -11.12 68.659 55 95.22 -13.39 [ 8§7.62
120 120
0 7
S8 ,® 14 % 100 55, Y 46 @ 3
21‘ L 2 47 7 80 L 2 40 14 23 80
40%4¢’  sse 3 .
60 & 60 | B
40 40
20
20
-12.5 12 -11.5 -11 . 0
a* 4135 -13.0 -12.5 2120 -11.5 -11.0

Figura 26.- Exposicao grafica dos pardmetros a* e b* das amostras da caléndula, durante o ensaio da
foto estabilidade, com presencga de luz (esquerda) e na sua auséncia (direita)

A capacidade antioxidante, obtida através do método de reducdo do ido ferro
(FRAP), sofreu também um acréscimo durante este estudo. Este aumento esta relacionado
com o acréscimo verificado no teor de carotendides totais, havendo uma direta ligacao entre

estes dois parametros. Apesar deste ponto, € de se verificar que a luz tem uma influéncia na
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capacidade antioxidante, sendo que as amostras que foram mantidas ao abrigo da luz

obtiveram resultados melhores (Figura 27; Tabelas 17 e 19, Anexo |II).

ESCURO l

LUz

0.04 0.042 0.044 0.046 0.048 0.05 0.052 0.054
Capacidade antioxidante
(umol Fe?*. g?)

Figura 27.- Capacidade antioxidante inicial e final (55 dias) de extratos de caléndula na presenca e
auséncia da luz, pelo método FRAP

Quanto aos resultados obtidos da capacidade antioxidante, obtida através do
método do DPPH, mostram diferencas significativas relativamente a capacidade
antioxidante obtida pelo método de reducdo do ido ferro (FRAP). Ndo se verificou o
acréscimo que foi registado nas avalia¢cdes anteriores e, quanto aos resultados em si, houve
uma grande diferenca entre o indice de actividade antioxidante inicial e os das diferentes
condi¢Bes apoés os 55 dias. Verificou-se também que, nas amostras que estiveram ao abrigo
da luz, se ter obtido valores inferiores do que nas amostras que tiveram presente uma fonte

luminosa (Figura 28).
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Figura 28.- Capacidade antioxidante inicial e final (55 dias) de extratos de caléndula na presenca e
auséncia da luz, pelo método DPPH

Relativamente ao teor de compostos fendlicos totais, mais uma vez notou-se um
acréscimo inicial, pelas mesmas raz6es que no teor de carotendides. No entanto, ao
contrario dos outros resultados, o decréscimo que ocorreu foi mais notado nas amostras que
estiveram na auséncia de luz, do que nas que estiveram na presenca, com 0.0038 mg.g™* e

0.0042 mg.g™* de extrato seco, respetivamente (Figura 29; Tabelas 17 e 19, Anexo II).
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Figura 29.- Teor de compostos fendlicos totais inicial e final (55 dias) nos extratos de caléndula, na
presenca e auséncia de luz
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Centaurea

Como o pH tem uma grande influéncia no teor de antocianinas extraidas, foram
selecionadas duas extracfes para os estudos posteriores. Nas duas extracfes utilizou-se
como solvente de extracdo etanol:agua acidificada com HCI, uma a pH 1 e outra a pH 3. As
extracBes, com o valor de pH=1 apresentaram um rendimento superior, a com o valor de
pH=3, como j& foi referido anteriormente.

As amostras da solug¢édo a um pH 3 foram eliminidas, apés uma semana posterior a
iniciacdo deste estudo, devido ao facto de ter ocorrido o desenvolvimento de bolores nas
mesmas. Serdo apresentados assim, para este estudo, apenas os resultados da solucéo a
um pH 1.

O teor de antocianinas totais para este estudo, demonstrou resultados que apontam
para uma clara degradacdo destes compostos, quando as amostras se encontraram na
presenca de uma fonte luminosa. No grafico (Figura 30; Tabelas 30 e 32, Anexo IlI)
verificamos que as amostras sofreram um decréscimo de aproximadamente 25 mg.L™ da
amostra inicial, até um valor final aproximado de 8 mg.L™, para as amostras que se
encontravam na presenca de luz e 17 mg.L™" para as amostras que se encontravam no
escuro. E ainda possivel verificar que existe um certa degradacdo natural, durante a
primeira semana e que em ambas as condi¢fes se verificou que a variacdo € igualmente
significativa ao longo do tempo (p<0,05).

25.000

20000 T b b' CI bl

15.000 - c c

M Luz
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5.000 -

0.000
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Figura 30.- Variagdo do teor de antocianinas totais da extra¢édo a pH 1, na presenga e auséncia de uma
fonte luminosa, ao longo do tempo (30 dias)
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Quanto a cor, as amostras inicialmente apresentaram um tom mais escuro, mas
com o decorrer do tempo evoluiram para tons mais claros. As amostras que estiveram sob a
influéncia da luz, comecaram a perder a cor, evoluindo de um rosa escuro, para um rosa
mais claro, até ficarem incolores, enquanto que nas amostras que foram mantidas no
escuro, notou-se um clareamento inicial, mas posteriormente a cor manteve-se bastante
“‘equilibrada” (Tabelas 7 e 8). Pode verificar-se que o clareamento inicial € devido ao
aumento do parametro L e da ligeira diminuicdo do b*. O parametro a* sofreu um aumento
inicial, nas primeiras 2 semanas (14 dias), seguindo-se uma diminui¢do, evidenciando a
degradacdo da amostra. No caso das amostras que estiveram ao abrigo da luz o a* voltou a
tomar os valores iniciais, apés os 30 dias, enquanto que nas amostras iluminadas 0 mesmo

valor diminui para além do valor inicial (Figura 31).

Tabela 8.- Parametros L a* b* da cor Tabela 7.- Parametros L a* b* da cor
das amostras da centaurea a um pH 1, das amostras da centaurea a um pH 1,
na presenca de uma fonte luminosa na auséncia de uma fonte luminosa
Luz L a* b* Escuro L ar b*
th 61.82 | 22.84 19.70 tD 61.82 | 22.84 | 19.70
tr 8049 | 2351 12.72 t7 80.35 | 25.29 | 13.45
t14 85.07 | 27.11 10.97 t14 84.97 | 25.83 | 10.87
t21 87.84 | 19.68 9.96 t21 8495 | 2444 | 10.93
t24 89.61 | 1581 9.55 t24 B86.45 | 24.02 | 10.56
t30 91.26 | 11.60 8.62 t30 86.32 | 22.89 | 10.96
25 25
20 0 20 %
y . % 24 *
) o
10 30, 22 \ ®1 10 *30 * % ﬁ
5
0 0
0 10 20 30 22.00 24.00 26.00
a* a*

Figura 31.- Exposicao grafica dos parametros a* e b* das amostras da extracdo a pH 1 da centaurea,
durante o ensaio da foto estabilidade
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Quanto a capacidade antioxidante, observou-se a mesma tendéncia, do observado
no teor de antocianinas totais, visto estes dois parametros estarem diretamente
relacionados. Verificou-se uma diminuicdo dos valores de capacidade antioxidante
determinado pelo método FRAP e DPPH. No entanto, a mesma tendéncia observada no
ensaio de foto estabilidade na caléndula, foi também verificada na centaurea. As amostras
gue estiveram ao abrigo da luz, pelo método FRAP (Figura 32; Tabelas 31 e 33, Anexo lll),
sofreram uma menor degradacdo do que as que estiveram na presenca de luz. No entanto,

pelo método do DPPH (Figura 33; Tabelas 31 e 33, Anexo lll), foi verificado o oposto.
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Figura 32.- Capacidade antioxidante inicial e final (30 dias) das amostras da extracdo a pH 1 da
centaurea na presenca e auséncia da luz, pelo método do FRAP
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Figura 33.- Capacidade antioxidante inicial e final (30 dias) das amostras da extracdo a pH 1 da
centaurea na presenca e auséncia da luz, pelo método do DPPH
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O teor de compostos fendlicos totais, apresentaram a mesma tendéncia do que os
parametros anteriores, diminuindo ao longo deste estudo, tendo sido verificado uma maior
diminuicAo nas amostras que se encontravam na presenca da luz, em comparacdo as
amostras que estiveram no escuro (Figura 34; Tabelas 31 e 33, Anexo lll). Apesar de a
diferenca ndo ser grande, 1.5 x 10° e 1.7 x 107°, respetivamente, verifca-se que estes

corantes se apresentam mais estaveis ao abrigo da luz.
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Figura 34.- Teor de compostos fendlicos totais inicial e final (30 dias) das amostras da extragédo a pH 1 da
centaurea na presenca e auséncia da luz

Estudo da termo estabilidade

Tal como no estudo da foto estabilidade, escolheu-se para estes ensaios o solvente
que proporcionou o melhor rendimento, no caso da caléndula optou-se pelo metanol com
um aquecimento a temperatura de 65 °C em banho maria; e para a centaurea foram

selecionados dois solventes, etanol:agua acidificada com HCI (60:40) a pH=1 e a pH=3.

Também neste estudo foram analisados os diferentes pardmetros de avaliagdo:
carotendides totais, antocianinas totais, cor, atividade antioxidante e teor de compostos
fendlicos, sendo que os primeiros trés foram analisados a cada momento de tiragem de
amostras, enquanto que os ultimos trés foram analisados apenas no inicio e no fim do

estudo.

Primeiramente ira ser apresentado o estudo a temperaturas de refrigeracéao (4 °C),
e seguidamente o estudo em que foram utilizadas temperaturas mais elevadas. Esta

separacao deve-se ao facto de que o primeiro estudo tem um método de execugédo igual ao
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estudo da foto estabilidade, enquanto que o segundo tem um método préprio (ver materiais
e métodos).

Sendo assim, os resultados do estudo com temperaturas de refrigeracdo sera
comparado com os resultados do estudo da foto estabilidade, para uma melhor visualizacdo
do efeito da temperatura.

A temperatura de refrigeracao

Caléndula

O teor de carotendides totais ndo sofeu grandes alteragées no decorrer do estudo.
Apresentando a mesma tendéncia que se verificou no estudo da foto estabilidade, também
aqui houve um aumento inicial do teor ap6s a primeira semana, mas posteriormente
verificou-se um equilibrio dos valores. Pode-se verificar ainda que, comparando as amostras
que estiveram no frigorifico (4 °C), obtiveram resultados ligeiramente superiores,
demonstrando que a temperaturas baixas existe uma maior estabilidade dos compostos em
estudo (Figura 35; Tabela 20, Anexo II).
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0.1000 -
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Figura 35.- Evolucao do teor de carotendides de extratos de caléndula na presenca e auséncia de luz e
em camara frigorifica, ao longo do tempo
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A cor das amostras néo sofreu alteracdes visuais, e 0s parametros L a* b* variaram
da mesma forma: o L aumentou ligeiramente, enquanto que o a* e b* diminuiram ao longo

do tempo, no entanto, as diferengas nao foram significativas (Tabela 9, Figura 36).

Tabela 9.- Parametros L a* b* da cor das
amostras da caléndula, durante o ensaio da
termo estabilidade no frio (4 °C)

Frio L a* b*
0 94.15 | -11.31 | 95.92
7 94.20 | -11.65 | 95.04

14 94.37 | -11.70 | 95.24
21 94.52 | -12.00 | 94.61
24 94.93 | -12.87 | 90.49
30 95.04 | -12.93 | 92.33
40 94.66 | -12.18 | 93.29
47 94.72 | -12.27 | 92.80
55 94.73 | -12.45 | 92.16

120
30 a0, 21 47 00
o oo o
24 55 47 14 0 g
60
40
20
0
135 -13.0 -125 -12.0 -11.5 -11.0
a*

b*

Figura 36.- Exposicao grafica dos parametros a* e b* das amostras da caléndula, durante o ensaio da
termo estabilidade no frio (4 °C)

A capacidade antioxidante obtida pelos métodos FRAP e DPPH, ndo apresentaram
variacdes significativas. No caso do método FRAP, houve um aumento da capacidade
antioxidante, em comparacao com a incial. Nos dois métodos para determinar a capacidade
antioxidante observou-se a mesma tendéncia para as amostras que se encontram no escuro
e as que foram armazendas no frio, e este resultado foi ligeiramente superior as amostras

iniciais (Figura 37; Tabela 21, Anexo II).
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Figura 37.- Capacidade antioxidante inicial e final (55 dias) de extratos de caléndula na presenca e
auséncia da luz e no frio (4 °C), pelo método FRAP

No caso do método para a determinacéo da capacidade antioxidante pelo método
DPPH, obteve-se um valor mais elevado para as amostras que foram sujeitas a luz

comparativamente com as amostras que se encontravam no escuro e no frio (Figura 38).

1.4 1.25812

0.2 0.08350 0.00047 0.00044
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Figura 38.- Capacidade antioxidante inicial e final (55 dias) de extratos de caléndula na presencga e
auséncia da luz e no frio (4 °C), pelo método DPPH
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Quanto ao teor de compostos fendlicos totais, verificou-se a tendéncia inversa aos
resultados obtidos pela capacidade antioxidante, onde o teor de compostos fendlicos foi
inferior nas amostras iniciais, comparativamente ao detetado nas amostras que foram
sujeitas a exposicdo da luz e as amostras que se encontraram no escuro e frio (Figura 39;
Tabela 21, Anexo lI).
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Figura 39.- Teor de compostos fendlicos totais inicial e final (55 dias) nos extratos de caléndula, na
presenca e auséncia de luz e no frio (4 °C)

Centaurea

Neste estudo da termo estabilidade, apresenta-se os dados das duas extracdes

realizadas, tanto com o solvente a um pH=1, como com o solvente a um pH=3.

Relativamente ao teor de antocianinas totais (Figura 40, Tabelas 34 e 36, Anexo
[l), obteve-se resultados ligeiramente diferentes entre as duas extragfes realizadas. No
caso da extracdo com o solvente (etanol:agua acidificada) a pH 1, houve uma diminuicédo
significativa, em compara¢cdo com as amostras iniciais, durante a primeira semana, notando-
se a partir do dia 7 uma estabilizacdo no teor de antocianinas Relativamente ao dia 14, foi
verificado uma diminuicdo significativa, no entanto, havendo uma posterior subida dos
valores, considerou-se este ponto como um possivel erro, ndo se considerando esta
diferenca significativa para os resultados. Para a extracdo com solvente (etanol:agua
acidificada) a pH 3 s6 foi verificado uma diminuicéo a partir da terceira semana (dia 21), em
comparacdo com as amostras iniciais. Nesta extracdo deve ter ocorrido algum erro

relativamente ao Ultimo dia de analise (dia 30), ndo se considerando a subida como certa,
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mas sim como uma estabilizacdo. Verifica-se que o teor de antocianinas totais se mantem
constante, em temperaturas mais baixas e com uma maior acidez.

25.000 -
=
S 20.000 -
£
2
z 15.000 -+ W Luz
o
§ MW Escuro
= 10.000 -+
© W Frio
1%}
2 EpH3
g 5.000 -

0.000 -

0 7 14 21 24 30
Dias

Figura 40.- Evolucao do teor de antocianinas totais de extratos de centdurea a um pH=1, na presenca e
auséncia de luz, e em camara frigorifica (4 °C) de extratos a um pH=1 e pH=3, ao longo do tempo

Quanto a cor, visualmente as amostras tinham cores bastante diferentes, sendo
gue as amostras de pH 1 tinham uma coloracdo vermelha, mais escura e intensa, enquanto
que as amostras de pH 3 apresentavam uma cor rosa, mai clara e translicida.
Relativamente a determinagdo dos parametros de cor, L, a* e b*, verificou-se que para os
dois valores de pH, o valor médio de L teve um ligeiro aumento, mantendo-se estaveis o0s
valores de a* e b* (Tabelas 10 e 11, Figura 41).

58



Tabela 11.- Parametros L a* b* da cor das Tabela 10.- Parametros L a* b* da cor das

amostras da centaurea a um pH=1, durante o amostras da centaurea a um pH=3, durante o
ensaio da termo estabilidade no frio (4 °C) ensaio da termo estabilidade no frio (4 °C)
Dias L a* b* Dias L a* b*
0 61.82 | 22.84 | 19.70 0 85.94 | 8.78 719
7 85.16 | 26.36 | 11.86 7 9364 | 10.26 | 4.29
21 85.61 | 26.28 | 10.81 21 9421 | 915 4.94
4 85.79 | 25.11 | 10.46 24 9404 | 933 413
30 85.60 | 26.56 | 10.90 30 9437 | 891 4.29
. 8.00
30.00 ®0
20.00 o° 6.00 P 1
% 7 % 4.00 ®30 ¢, \
1000 | @14 2 y < /
' 30 21 2.00
0.00 0.00 - T T T !
20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 850 9.00 9.50 10.00 10.50
a* a*

Figura 41.- Exposigao gréafica dos parametros a* e b* das amostras da centaurea a um pH=1 (esquerda)
e a um pH=3 (direita), durante o ensaio da termo estabilidade no frio (4 °C)

Quanto a determinacdo da capacidade antioxidante verificou-se que, nas amostras
da extracdo a pH 1, que estiveram em condi¢cbes de baixas temperaturas, ocorreu uma
diminui¢cdo ao longo do estudo, em comparagdo com as amostras iniciais, obtendo valores
muito proximos das amostras que foram mantidas no escuro. Este comportamento verificou-
se através de ambos os métodos (FRAP e DPPH)(Figura 42; Tabela 35, Anexo Ill). No caso
das amostras da extracdo a pH 3, ndo se verificou uma coeréncia entre os dois métodos de
guantificacdo da capacidade antioxidante total, tendo-se verificado uma diminuicdo nos
valores pelo teste do FRAP, e uma subida pelo método do DPPH, em comparagdo com as

amostras iniciais (Figura 43; Tabela 37, Anexo lII).
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Figura 42.- Capacidade antioxidante inicial e final (30 dias) das amostras da extracdo a pH 1 da
centaurea na presenca e auséncia da luz e no frio (4 °C), pelo método do FRAP (esquerda) e DPPH
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Figura 43.- Capacidade antioxidante inicial e final (30 dias) das amostras da extracdo a pH 3 da
centaurea no frio (4 °C), pelo método do FRAP (esquerda) e DPPH (direita)

Relativamente ao teor de compostos fendlicos totais, mais uma vez os resultados
da extracdo a pH 1 mantiveram-se bastante proximos dos das amostras no escuro, ou seja,
ocorreu uma diminuigdo, em comparagdo com o teor incial, bastante acentuada apoés os 30
dias (Figura 44; Tabela 35, Anexo lll), enquanto que para as amostras de pH 3, houve uma
ligeira subida do teor, provavelmente causado pelo decréscimo da densidade, ou seja,
devido a uma possivel concentracdo dos compostos (Figura 45; Tabela 37, Anexo llI).
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Figura 44.- Teor de compostos fendlicos totais inicial e final (30 dias) das amostras da extragdo a um
pH=1 da centaurea, na presenca e auséncia da luz e no frio (4 °C)
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Figura 45.- Teor de compostos fendlicos totais inicial e final (30 dias) das amostras da extragdo a um
pH=3 da centaurea, no frio (4 °C)

A temperatura médio/altas

Nos ensaios para determinar a termo estabilidade dos compostos em estudo e
tendo em conta que as extracoes realizadas a partir da caléndula foram solubilizadas em
etanol, a temperatura maxima estudada foi os 80 °C, uma vez que a temperatura de

evaporacao do etanol ser de 78 °C.

Por outro lado, as extragdes da centaurea, utilizou-se a temperatura maxima de 100

°C, pois as amostras encontravam-se solubilizadas em 4gua destilada.
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Caléndula

O teor de carotendides totais, independentemente da temperatura, ndo sofreu uma
grande variacdo, ou seja, as amostras mostraram-se bastante resistentes. Excetuando a
temperatura de 60 °C, houve sempre uma ligeira diminuicdo dos valores, sendo que aos 80
°C os valores passaram de 0,355 pg.g™* para 0,339 pg.g™, num tempo de 60 minutos, sendo
esta a maior diminuicdo registada. Aos 60 °C, ocorreu um ligeiro aumento do teor,
passando-se dos 0,355 pg.g” para 0.417 pg.g*', sendo esta a maior diferenca registada
(Figura 46; Tabelas 22, 24, 26 e 28, Anexo ).
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Figura 46.- Evolugao do teor de carotendides de extratos de caléndula, quando aplicadas diferentes
temperaturas (20, 40, 60, e 80 °C), ao longo de 60 minutos

Relativamente a cor visual, os extratos da caléndula sdo bastante resistentes, nao
se tendo observado uma mudanga na cor dos extratos com o aumento da temperatura. Mais
uma vez, independentemente da temperatura, os parametros de L, a* e b* ndo sofreram
variagbes significantes, sendo que visualmente a cor permaneceu a mesma. Nao serdo
apresentados os valores em tabela, mas sim a dispersdo dos parametros a* e b* das
diferentes amostras. Quanto ao parametro L, este ndo sofreu modificagbes, variando
sempre a volta dos mesmos valores (proximo dos 95). Pela figura 47 é possivel verificar
uma distincdo dos pontos, no entanto, o intervalo em que os valores variam nao é

significativo.
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Figura 47.- Exposicado grafica dos parametros a* e b* das amostras da caléndula, durante o ensaio da
termo estabilidade, quando aplicadas diferentes temperaturas (20, 40, 60 e 80 °C)

Dada pelos valores dos métodos FRAP e DPPH, verificAmos que os resultados
obtidos tiveram um comportamento idéntico, isto é, observou-se a mesma tendéncia nos
dois métodos. De forma geral a capacidade antioxidante decresce, no entanto, a uma
temperatura de 60 °C houve um ligeiro aumento. Este facto deve estar relacionado com o
facto de ter ocorrido também um aumento no teor de carotendides totais (Figuras 48 e 49;
Tabelas 23, 25, 27 e 29, Anexo ).
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Figura 48.- Capacidade antioxidante inicial e final (60 minutos) de extratos de caléndula, apds tratamento
térmico a diferentes temperaturas (20, 40, 60 e 80 °C), pelo método FRAP
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Figura 49.- Capacidade antioxidante inicial e final (60 minutos) de extratos de caléndula, apds tratamento
térmico a diferentes temperaturas (20, 40, 60 e 80 °C), pelo método DPPH

Quanto ao teor de compostos fendlicos totais, verificou-se um aumento dos
compostos fendlicos com o aumento da temperatura. Este resultado deve-se provavelmente
a degradacdo dos compostos presentes que origina um maior nimero de espécies
moleculares em solucdo que contribuem para reagir com o reagente Folin (Figura 50;
Tabelas 23, 25, 27 e 29, Anexo II).
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Figura 50.- Teor de compostos fendlicos de extratos de caléndula em funcéo de tratamento térmico a
diferentes temperaturas
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Centaurea

O teor de antocianinas totais, independentemente do tipo de extracdo ou da
temperatura, diminui ao longo do tempo. Na extracédo a pH 1 (Figura 51; Tabelas 38, 40, 42,
44 e 46, Anexo lll), o decréscimo no teor foi progressivamente maior, consoante 0 aumento
da temperatura. Na extracdo a pH 3 (Figura 52; Tabelas 48, 50, 52, 54 e 56, Anexon Ill) os
decréscimos ndo seguem a mesma ordem, havendo uma oscilacdo nos mesmos. No
entanto, € possivel verificar que com um tratamento de 20 °C ndo houve alteracGes quase
nenhumas, e que utilizando temperaturas de 40 e 60 °C houve um aumento devido a um

aumento da concentracdo. A partir dos 60 °C é notavel uma diminui¢cdo dos valores.
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Figura 51.- Evolucdo do teor de antocianinas totais das amostras da centdurea a um pH 1, ao longo do
tempo (60 minutos), quando aplicadas temperaturas diferentes (20, 40, 60, 80 e 100 °C)
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Figura 52.- Evolucéo do teor de antocianinas totais das amostras da centaurea a um pH 3, ao longo do
tempo (60 minutos), quando aplicadas temperaturas diferentes (20, 40, 60, 80 e 100 °C)

A cor visual das amostras sofreu alteracfes, comparando as que foram submetidas
a temperaturas de 20 e 100 °C. Quanto aos valores dos parametros de avaliacdo, verificou-
se que, de uma forma geral, enquanto que o parametro a* diminui, independentemente do
pH do solvente de extragdo utilizado, o pardmetro b* tem comportamentos diferentes. Nas
amostras com pH 1 verificou-se um decréscimo do parametro b* enquanto que nas
amostras com pH 3, verificou-se um aumento. Mais uma vez, s6 vao ser apresentadas as
dispercgbes dos parametros a* e b* (Figuras 53 e 54).
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Figura 53.- Exposigdo gréafica dos parametros a* e b* da cor das amostras em que foi utilizado um
solvente de extracdo a pH 1, ao longo do tempo (60 minutos) a diferentes temperaturas
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Figura 54.- Exposigao gréafica dos parametros a* e b* da cor das amostras em que foi utilizado um
solvente de extracdo a pH 3, ao longo do tempo (60 minutos) a diferentes temperaturas

A capacidade antioxidante nas amostras da extragcdo a pH 1 obteve variacdes
diferentes, quando comparados os dois métodos de quantificacdo. Pelo método FRAP
verificou-se uma oscilacdo dos resultados, visto que, nas temperaturas de 40, 60 e 100 °C,
ter ocorrido um aumento da capacidade antioxidante, em comparacdo com a capacidade
antioxidante inicial, enquanto que nas restantes houve uma diminuicdo. Pelo método do
DPPH, exceptuando a temperatura de 100 °C, verificou-se uma diminuicdo da capacidade
antioxidante inicial, ao longo do estudo, sendo que quanto mais baixas as temperaturas

utilizadas, mais acentuado é o decréscimo (Figura 55; Tabelas 39, 41, 43, 45 e 47, Anexo

I)y.

Nas amostras da extracdo a pH 3, verificou-se que, independentemente da
temperatura, mas principalmente a 20 e 40 °C, ocorreu uma descida da capacidade
antioxidante, pelo método FRAP. Pelo método do DPPH, até aos 60 °C verificou-se uma
diminuicdo da capacidade antioxidante, quando comparada com as amostras iniciais,
enquanto que nas restantes duas temperaturas estudadas houve um aumento (Figura 56;
Tabelas 49, 51, 53, 55 e 57, Anexo llI).
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Figura 55.- Capacidade antioxidante inicial (0) e final, das diferentes temperaturas utilizadas, pelo método
FRAP (esquerda) e DPPH (direita), nas amostras da centaurea a um pH 1
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Figura 56.- Capacidade antioxidante inicial (0) e final, das diferentes temperaturas utilizadas, pelo método
FRAP (esquerda) e DPPH (direita), nas amostras da centaurea a um pH 3

Por fim, o teor de compostos fendlicos totais, em ambas as extragdes, sofreu uma
subida, em comparagdo com as amostras iniciais. Na extracdo a pH 3 obteve-se valores
bastante elevados, quando submetidas temperaturas de 20 e 40 °C (Figura 58; Tabelas 39,
41, 43, 45 e 47, Anexo lll). Na extracdo a pH 1, ndo foram verificados aumentos
significativos, em comparacdo com os valores iniciais, no entanto, as diferengas sdo mais
notaveis a partir dos 60 °C (Figura 57; Tabelas 49, 51, 53, 55 e 57, Anexo lll).
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Figura 57.- Teor de compostos fendlicos totais inicial (0) e final, das diferentes temperaturas utilizadas,

pelo método de Folin-Ciocalteau, nas amostras da centaurea a um pH 1
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Figura 58.- Teor de compostos fendlicos totais inicial (0) e final, das diferentes temperaturas utilizadas,

pelo método de Folin-Ciocalteau, nas amostras da centaurea a um pH 3
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V. Conclusao

No presente estudo verificou-se que existem diferentes processos extrativos
possiveis para obter a fragcdo corante das plantas. A utilizacdo de diferentes solventes tem
gue ter em conta 0os compostos que se pretende extrair. No caso da caléndula, o melhor
rendimento foi proporcionado quando se utilizou como solvente de extracdo o metanol, visto
os carotendides ndo serem hidrosolUveis. Enquanto que no caso da centaurea, foram as
solucBes que incorporaram agua e um baixo pH que proporcionaram o melhor rendimento

de extracao.

Como anteriormente, serdo primeiro apresentadas as conclusdes relativamente aos
extratos que tiveram como material vegetal a caléndula, e posteriormente as conclusdes dos

extratos que tiveram a centaurea como material vegetal.

Durante a 6timizacdo da extragcdo da caléndula, de uma forma geral, foi a extracao
na qual se utilizou como solvente de extracdo o metanol (a quente) que obteve os melhores
resultados. Apesar de as diferencas ndo serem muito grandes em comparagdo com outras
extracOes, foi nesta que se obteve um valor superior em termos de carotendides totais
(cerca de 1.45 pg.mL™ de soluco) e de compostos fendlicos totais (3.17 mg.g™ de extrato
seco), tendo os parametros de cor fornecido a cor mais amarelada, neste extrato. O Unico
teste em que ndo se obteve os melhores resultados, foi na determinagdo da capacidade
antioxidante pelo método do FRAP (obteve-se os resultados mais baixos, com 83 umol.g™).
Apesar deste resultado, concluiu-se que esta € a melhor extragdo estudada para a obtencéo

extratos de corantes, obtida a partir da caléndula como material vegetal.

Quanto ao estudo da foto estabilidade, foi verificada uma certa perda, em termos de
carotendides totais, quando comparada com as amostras que foram mantidas ao abrigo da
luz, no entanto, pode-se considerar que estes extratos séo resistentes a fotodegradacao,
visto que foi necessario prolongar o estudo para quase o dobro do tempo. Quanto aos
outros parametros houve diferencas entre as amostras que estiveram em condi¢cdes
diferentes, mas estas nunca tomaram valores grandes, contribuindo para a estabilidade

destes extratos.

Relativamente ao estudo da termo estabilidade, obtiveram-se resultados bastante
positivos para as amostras que estiveram em condicdes de refrigeragdo, T = 4°C. Nao foi
verificada perda consideravel em qualquer dos aspetos analisados. Quanto as amostras que
foram submetidas a temperaturas mais elevadas, n&o foram verificadas perdas signifiativas

em termos de carotendides totais, e a capacidade antioxidante destes extratos, apesar de
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variar um bocado, considerou-se estavel. O Unico resultado que variou mais foram os
compostos fendlicos totais, que aumentaram ao longo do estudo. No entanto, em termos de

cor, as amostras ndo demonstraram qualquer modificag&o.

De uma forma geral concluiu-se que estes extratos sao batante resistentes, tanto
por influéncias térmicas como pela luz, sendo por isso considerados uns possiveis
substituintes de corantes sintéticos, para a utilizacdo na inddstria alimentar, sendo a

caléndula uma boa fonte destes possiveis corantes.

Para a Otimizacdo dos extratos da centdurea , como ja referido anteriormente,
foram as extracdes em que fo incorporadai 4gua nas solucbes as que obtiveram melhores
rendimentos, e destas foram as com o pH inferior que apresentaram melhores resultados.
Esta conclusdo também foi possivel obter relativamente ao teor de antocianinas totais, e foi
nestas solugbes que se obteve uma cor mais atrativa. Relativamente aos testes da
capacidade antioxidante e do teor de compostos fendlicos totais, ndo foram verificados os
melhores resultados nestas extracdes, principalmente pelo método de Folin-Ciocalteau, mas
visto a cor ser um factor muito importante neste trabalho, foram escolhidas as extragcdes com

umpH=1e 3.

Nos ensaios da foto estabilidade, foi verificado uma diminui¢cdo significativa nas
primeiras duas semanas, em relacdo ao teor de antocianinas totais, tanto nas amostras
mantidas ao abrigo da luz, como nas amostras que estiveram na presenca de luz,
demonstrando uma certa degradacdo natural destes compostos. Pode-se concluir assim,
apesar de ser preferivel manter estes extratos ao abrigo da luz, que os mesmos tém uma
certa estabilidade a luz. Em termos de cor, foi bastante visivel a perda da mesma, tendo-se
obtido amostras muito claras apés os 30 dias de ensaio. Relativamente a capacidade
antioxidante e ao teor de compostos fendlicos totais, concluiu-se que existe uma perda
notavel, principalmente pelo método FRAP, nas amostras expostas a uma fonte luminosa,

realcando a preferéncia de manter estes extratos ao abrigo da luz.

Quanto ao estudo da termo estabilidade, mais uma vez concluiu-se que as
amostras colocadas em ambientes a baixas temperaturas obtiveram resultados positivos.
Tal como no estudo da foto estabilidade, também aqui foi verificada uma degradacéo
“natural” do teor de antocianinas totais, no entanto, aceitando-se este facto, conclui-se que

um meio a baixas temperaturas € o0 mais vantajoso para aumentar a estabilidade dos

extratos.

Em meios com temperaturas superiores, foram verificados comportamentos

diferentes, consoante o pH do meio. Enquanto que nas amostras a um pH = 1 se observou
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uma perda no teor de antocianinas totais a partir dos 40 °C, esta mesma perda sé foi
verificada, nas amostras a um pH = 3, a partir dos 80 °C, e a medida que a temperatura
aumentava a perda era mais acentuada. Em ambos os casos, a cor das amostras sofreu
modificagbes, consoante as perdas do teor de antocininas, concluindo-se uma directa
relacdo entre estes dois aspetos. Quanto a capacidade antioxidante e teor de compostos
fendlicos totais, nas amostras de pH 1 foi verificado um constante equilibrio (pelo método
FRAP), notando-se uma harmonia entre estas duas andlises. Nas amostras a um pH = 3
também foi verificada a uma harmonia entre a capacidade antioxidante e o teor de

compostos fendlicos totais, exceptuando nas temperaturas de 20 e 40 °C.

De uma forma geral, pode-se concluir que os extratos da centdurea podem ser
usados como matéria corante mas devem ser preferencialmente mantidos ao abrigo da luz e
num meio de baixas temperaturas, e se aplicados a alimentos que poderao sofrer algum tipo

de tratamento térmico este deve ser o mais breve possivel.

Por outro lado, os extratos da caléndula apresentaram ser mais estaveis nas
condi¢cbes estudadas, podendo a caléndula ser usada como matéria prima para obtencéo de

corantes alimentares.

Para uma melhor compreensdo e um desenvolvimento mais aprofundado deste
trabalho, podera-se estudar a toxicidade destes extratos, analisando assim a sua
aplicabilidade segura em alimentos. Posteriormente, podera-se refazer este estudo, em que
0s extratos sdo aplicados em alimentos, para uma visdo mais realista do comportamento

destes mesmos.
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1. Resumo dos dados da otimizacdo do processo de extracdo da caléndula

Cal.1- Metanol a frio; Cal.2- Acetona; Cal.3- Eter etilico; Cal.4- Metanol a quente; Cal.5- Etanol/Agua

(60:40)

Tabela 12.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de carotendides totais

Cor Teor de Carotendides
Amostra Totais
L a* b* 1
(ng.mL")
Cal.l 99,15 + 0,010 -4,09 £0,015 13,54 £ 0,015 0,245 + 0,0008
Cal.2 97,74 £0,020 -9,91 £ 0,006 42,52 +0,023 1,325 + 0,000
Cal.3 97,15 + 0,010 -12,04 +0,00 55,99 + 0,021 1,340 + 0,0017
Cal.4 96,32 +0,015 -10,66 0,010 59,42 +0,010 1,452 + 0,000
Cal.5 98,26 10,032 -1,59 + 0,006 6,48 0,000 0,113 + 0,0002
Tabela 13.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais
Capacidade Antioxidante Teor de Compostos Fendlicos
Amostra (FRAP) Totais
(umol Fe**. g™ (mg GAE . g™ residuo)
Cal.1 1177 £ 60 2,86+0,11
Cal.2 2025 + 166 2,66 0,22
Cal.3 1221 +218 2,97 £ 0,45
Cal.4 1263 +49 3,17 +0,25
Cal.5 2020 + 85 0,95 + 0,04
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2. Resumo dos dados da otimizacdo do processo de extracédo da centaurea
Cent.1- Etanol:HCl:Agua (50:1:49) pH=1; Cent.2- Etanol:Agua(60:40) pH=1 (HCI); Cent.3-
Etanol:Agua(60:40) pH=4(HCI); Cent.4- Etanol:Agua(60:40) pH=4 (Ac. citrico); Cent.5-
Etanol:Agua(60:40) pH=6; Cent.6- Etanol:Agua(60:40) pH=8 (NaOH); Cent.7-
Etanol:Agua(60:40) pH=10 (NaOH)

Tabela 14.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de antocianinas totais

Cor Teor de
Amostra Antocianinas
L a* b* Totais
(ug.mL™)

Cent.1 80,96 £ 0,106 8,44 £ 0,029 6,93 £ 0,035 6,843
Cent.2 83,20+ 0,165 8,80 £ 0,046 6,85+ 0,087 7,502
Cent.3 87,75+ 0,618 1,67 £0,268 11,32 +£0,214 4,982
Cent.4 77,17 £ 0,168 2,26 £0,012 12,74 £ 0,025 5,201
Cent.5 85,28 £ 0,112 1,41 +£0,030 10,20 £ 0,026 5,026
Cent.6 71,24 £ 0,309 2,74 £ 0,093 14,02 £ 0,025 5,052
Cent.7 61,78 £ 0,166 3,58 £ 0,015 16,45 + 0,038 5,362

Tabela 15.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais

Capacidade Antioxidante

Teor de Compostos

Amostra (FRAP) Fendlicos Totais
(umol Fe**. g™ (mg GAE . g* residuo)
Cent.1 259,85+7,12 1,068 £ 0,042
Cent.2 277,28 £2,42 1,083 + 0,092
Cent.3 415,24 + 60,91 2,853 +0,135
Cent.4 377,83 +10,17 10,216 £ 0,292
Cent.5 380,02 +2,92 3,102 £ 0,096
Cent.6 360,56 £ 5,17 9,734 £ 0,364
Cent.7 296,69 £ 15,19 8,301 £ 0,085
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1. Resumo dos dados do estudo da foto estabilidade dos extratos da caléndula

Tabela 16.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de carotendides totais, nos extratos que estiveram

sob o efeito da luz

Cor Teor de

Dias Carotenéides
L a* b* Totais

(ng.mL™)
0 94,15 + 0,010 -11,31 + 0,055 95,92 + 0,219 0,365 + 0,002
7 94,68 + 0,029 -11,28 £ 0,016 88,91 + 0,222 0,572 + 0,013
14 95,17 + 0,220 -11,67 £ 0,081 84,33+ 0,214 0,500 + 0,006
21 95,32 £+ 0,017 -11,78 £ 0,019 80,25+ 0,118 0,517 £ 0,006
24 94,46 + 0,046 -11,92 + 0,029 94,34 + 0,195 0,510 £ 0,010
30 94,65 + 0,015 -12,18 £ 0,019 93,29 + 0,073 0,487 + 0,001
40 95,68 £ 0,024 -11,54 + 0,070 71,19 £ 0,993 0,427 £ 0,001
47 96,16 + 0,365 -11,47 £ 0,094 65,76 + 0,499 0,358 + 0,017
55 96,04 + 0,024 -11,12 + 0,103 68,69 + 11,892 0,470 + 0,001

Tabela 17.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais, nos extratos que estiveram sob

o efeito da luz

Capacidade Antioxidante

Teor de Compostos

Dias (FRAP) Fendlicos Totais
(umol Fe*. g™ (mg GAE . g™ residuo)

0 0,0448 + 0,0015 0,0023 + 0,0001

55 0,0498 + 0,0005 0,0042 + 0,0002

Tabela 18.- Pardmetros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de carotendides totais, nos extratos que estiveram

ao abrigo da luz

Cor Teor de

Dias Carotenéides
L a* b* Totais

(ng.mL™)
0 94,15 + 0,010 -11,31 £ 0,055 95,92 + 0,219 0,365 + 0,002
7 94,41 + 0,010 -12,12 £ 0,023 93,62 + 0,034 0,624 + 0,018
14 94,80 + 0,054 -12,60 + 0,021 92,77 + 0,147 0,579 + 0,011
21 94,91 + 0,026 -12,71 £ 0,034 91,43 + 0,417 0,599 + 0,006
24 95,28 + 0,033 -11,74 £ 0,019 79,21 +0,177 0,605 + 0,027
30 95,58 + 0,020 -11,99 £ 0,159 76,62 + 0,402 0,619 + 0,021
40 95,04 + 0,051 -12,97 £ 0,176 91,02 + 1,853 0,581 + 0,023
47 94,87 + 0,198 -13,04 £ 0,378 89,60 + 1,861 0,515 + 0,092
55 95,22 + 0,017 -13,39 £ 0,083 87,62 + 0,033 0,606 + 0,021

Tabela 19.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais, nos extratos que estiveram ao

abrigo da luz

Capacidade Antioxidante

Teor de Compostos

Dias (FRAP) Fendlicos Totais
(umol Fe®*. g™ (mg GAE . g™ residuo)

0 0,0448 + 0,002 0,0023 = 0,0001

55 0,0522 = 0,001 0,0038 = 0,0003
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2. Resumo dos dados do estudo da termo estabilidade, dos extratos da caléndula

gue estiveram no frio (4 °C)

Tabela 20.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de carotendides totais

Cor Teor de

Dias Caroteng')ides
L ar b* Totais

(ug.mL™)
0 94,15 + 0,010 -11,31 £ 0,055 95,92 + 0,219 0,365 + 0,002
7 94,20 + 0,123 -11,65 £ 0,075 95,04 + 0,324 0,660 + 0,004
14 94,37 + 0,035 -11,70 £ 0,324 95,24 + 0,728 0,617 + 0,012
21 94,52 + 0,075 -12,00 £ 0,090 94,61 +£ 0,205 0,631+ 0,014
24 94,93 + 0,044 -12,87 + 0,036 90,49 + 0,408 0,645 + 0,021
30 95,04 + 0,093 -12,93 + 0,088 92,33 + 0,982 0,618 + 0,014
40 94,66 + 0,037 -12,18 £ 0,040 93,29 +£ 0,238 0,594 + 0,019
47 94,72 + 0,021 -12,27 £ 0,100 92,80 + 0,447 0,605 + 0,009
55 94,73 + 0,090 -12,45 £ 0,128 92,16 + 0,529 0,618 + 0,014

Tabela 21.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais

Capacidade Antioxidante

Teor de Compostos

Dias (FRAP) Fendlicos Totais
(umol Fe**. g™ (mg GAE . g™ residuo)

0 0,0448 + 0,0015 0,0023 = 0,0001

55 0,0521 = 0,0007 0,0035 £ 0,0001
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3. Resumo dos dados do estudo da termo estabilidade dos extratos da caléndula, a

temperaturas médio/altas

Tabela 22.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de carotenoides totais do ensaio a 20 °C

Cor Teor de
tempo Carotendides
(minutos) L a* b* Totais
(ug.mL™)
0 95,69 + 0,006 -13,04 £ 0,012 78,10 £ 0,067 0,423 £ 0,0004
10 95,60 £ 0,010 -12,88 + 0,018 78,390,214 0,407 £ 0,0076
20 95,55+ 0,018 -12,88 £ 0,029 78,65 +0,148 0,414 £ 0,0126
30 95,56 + 0,028 -12,90+ 0,027 78,60 £ 0,037 0,426 £ 0,0022
40 95,53 £0,024 -12,90 £ 0,019 78,53 +0,034 0,426 £ 0,0031
50 95,58 £ 0,150 -12,92 + 0,085 78,59 £ 0,133 0,423 £ 0,0037
60 95,59 £ 0,187 -12,92 + 0,077 78,56 £ 0,208 0,430 £+ 0,0092

Tabela 23.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais do ensaio a 20 °C

Capacidade Capacidade Teor de Compostos
r;e.;n?gs Antioxidante (FRAP) | Antioxidante (DPPH) Fendlicos Totais
(minutos) (umol Fe*. g™ (IAA) (mg GAE . g™ residuo)
0 0,039 £ 0,0013 0,3020 0,00074 + 0,00003
60 0,031 £ 0,0015 0,2538 0,00323 + 0,00012

Tabela 24.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de carotendides totais do ensaio a 40 °C

Cor Teor de
tempo Carotenodides
(minutos) L a* b* Totais
(ug.mL™)
0 95,69 + 0,006 -13,04 £ 0,012 78,10 £ 0,067 0,423 £ 0,0004
10 95,55+ 0,188 -13,04 + 0,055 78,69 £ 0,141 0,413 £ 0,0026
20 95,51 £ 0,254 -13,04 £ 0,090 78,73 £ 0,156 0,421 + 0,0046
30 95,37 £ 0,092 -13,01 £ 0,039 78,82 + 0,068 0,428 + 0,0051
40 95,30 £ 0,015 -13,01+£0,012 78,64 £ 0,021 0,420 £+ 0,0068
50 95,33+0,034 -12,98 £ 0,036 78,61 £ 0,049 0,422 +0,0012
60 95,32 £ 0,023 -12,99 £ 0,012 78,50 £ 0,059 0,423 £ 0,0008

Tabela 25.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendélicos totais do ensaio a 40 °C

Capacidade Capacidade Teor de Compostos
t§m|ct)0 Antioxidante (FRAP) | Antioxidante (DPPH) Fendlicos Totais
(minutos) (umol Fe**. g™ (IAA) (mg GAE . g™ residuo)
0 0,039 £ 0,0013 0,3020 0,00074 + 0,00003
60 0,0314 +0,0003 0,1650 0,00335 + 0,00021
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Tabela 26.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de carotendides totais do ensaio a 60 °C

Cor Teor de
tempo Carotendides
(minutos) L a* b* Totais
(ug.mL™)
0 95,69 £ 0,006 -13,04 £ 0,012 78,10 £ 0,067 0,423 £ 0,0004
10 95,76 + 0,060 -12,87 £ 0,029 78,25 £ 0,074 0,411 £ 0,0024
20 95,76 + 0,008 -12,91 +0,016 78,36 £ 0,032 0,416 £ 0,0021
30 95,78 £ 0,010 -12,92 £ 0,014 78,44 + 0,098 0,415 +0,0017
40 95,79 £ 0,019 -12,93 £ 0,016 78,380,116 0,414 £ 0,0022
50 95,76 £ 0,025 -12,91 £ 0,009 78,27 £0,138 0,417 £ 0,0029
60 95,75 £ 0,066 -12,94 + 0,064 78,36 £ 0,049 0,416 £ 0,0041

Tabela 27.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendélicos totais do ensaio a 60 °C

Capacidade Capacidade Teor de Compostos
tgmﬁ)o Antioxidante (FRAP) | Antioxidante (DPPH) Fendlicos Totais
(minutos) (umol Fe**. g™ (IAA) (mg GAE . g™ residuo)
0 0,039 £ 0,0013 0,3020 0,00074 + 0,00003
60 0,0409 + 0,0005 0,2771 0,00495 + 0,00005

Tabela 28.- Pardmetros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de carotendides totais do ensaio a 80 °C

Cor Teor de
tempo Carotendides
(minutos) L a* b* Totais
(ug.mL™)
0 95,69 £ 0,006 -13,04 £ 0,012 78,10 £ 0,067 0,423 £ 0,0004
10 95,75+ 0,017 -12,99 £0,014 77,900,437 0,416 £ 0,0051
20 95,74 £ 0,016 -12,98 + 0,021 78,16 £ 0,242 0,416 £ 0,0019
30 95,78 £ 0,142 -13,00 £ 0,068 78,10 £ 0,345 0,414 £ 0,0030
40 95,83 £ 0,189 -13,00 + 0,086 78,30+ 0,276 0,412 + 0,0005
50 95,71 £ 0,066 -13,01 £0,019 78,15+ 0,273 0,409 £ 0,0034
60 95,71 £ 0,015 -13,00+ 0,018 78,24 £ 0,016 0,410 £ 0,0049

Tabela 29.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais do ensaio a 80 °C

Capacidade Capacidade Teor de Compostos
tgmﬁ)o Antioxidante (FRAP) | Antioxidante (DPPH) Fendlicos Totais
(minutos) (umol Fe**. g™) (1AA) (mg GAE . g" residuo)
0 0,039 + 0.0013 0,3020 0,00074 + 0,00003

60 0,0351 + 0.0008 0,2332 0,0050 + 0,0006
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1. Resumo dos dados do estudo da foto estabilidade dos extratos da centaurea

Tabela 30.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de antocianinas totais, nos extratos a um pH 1 que
estiveram sob o efeito da luz

Cor Teor de
Dias Antouamnas

L a* b* Totais

(ug.mL™)

0 61,82 22,84 19,7 24,819
7 80,49 £2,239 | 2351+£0,953 | 12,72+ 0,713 20,703
14 85,07 £ 0,097 | 27,11+ 0,091 | 10,97 £ 0,020 14,680
21 87,84+ 0,008 | 19,68+ 1,331 | 9,96 + 0,167 15,913
24 89,61+ 0,427 | 15,81+ 1,753 | 9,55+ 0,559 15,069
30 91,26 £+ 0,758 | 11,60+ 1,893 | 8,62+ 0,107 9,596

Tabela 31.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais, nos extratos a um pH 1 que
estiveram sob o efeito da luz

. i Teor de
Capac_ldade Capacidade Compostos
Dias Antioxidante Antioxidante Fendlicos Totais
(FRAP) (DPPH) 1
(umol Fe**. g™ (IAA) (mg GAE . g
' residuo)
0 0,063 £ 0,006 1,0674 0,0038 + 0,0001
30 0,037 £ 0,002 0,4803 0,0015 + 0,0002

Tabela 32.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de antocianinas totais, nos extratos a um pH 1
gue estiveram ao abrigo da luz

Cor Teor de

Dias Antocianinas
L a* b* Totais
(ug.mL™)
0 61,82 22,84 19,7 24,819
7 80,35+ 3,728 | 25,29+ 0,566 | 13,45+ 1,402 21,052
14 84,97 + 0,110 | 25,83 + 0,132 | 10,87 + 0,079 17,532
21 84,95+ 0,621 | 24,44 + 1,062 | 10,93 + 0,153 17,828
24 86,45+ 0,205 | 24,02+ 0,025 | 10,56 + 0,148 18,238
30 86,32+ 0,255 | 22,89+ 0,171 | 10,96 + 0,126 20,435

Tabela 33.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais, nos extratos a um pH 1 que
estiveram ao abrigo da luz

C idad . Teor de
A apac_ld ade Capacidade Compostos
Dias ntioxidante Antioxidante Fendlicos Totais
(FRAP) (DPPH) N
(umol Fe**. g™) (IAA) (mg GAE . g
) residuo)
0 0,0633 + 0,006 1,0674 0,0038 + 0,0001
30 0,0519 + 0,0004 0,3963 0,0018 + 0,00002
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2. Resumo dos dados do estudo datermo estabilidade dos extratos da centaurea
gue estiveram no frio (4 °C)

Tabela 34.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de antocianinas totais, nos extratos a um pH 1

Cor Teor de
Dias Antouamnas

L a* b* Totais

(ug.mL™)
0 61,82 22,84 19,7 24,819
7 85,16 £ 0,164 | 26,36 £ 0,150 | 11,86 £ 0,080 22,175
14 87,12+ 0,397 | 21,050,837 9,50+ 0,110 18,681
21 85,61+ 0,145 | 26,28 £ 0,290 | 10,81 £ 0,055 22,155
24 85,79+0,211 | 25,11+ 1,216 | 10,46 + 0,033 21,576
30 85,60 + 0,074 | 26,56 + 0,096 | 10,90 + 0,410 23,426

Tabela 35.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais, nos extratos a um pH 1

. . Teor de
Capac_ldade Capac_|dade Compostos
Dias Sl Antioxidante Fendlicos Totais
(FRAP) (DPPH) (mg GAE . g
(umol Fe™. g7) (IAA) residuo)
0 0,0633 £ 0,006 1,0674 0,0038 + 0,0001
30 0,0529 £+ 0,002 0,4417 0,0018 + 0,0001

Tabela 36.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de antocianinas totais, nos extratos a um pH 3

Teor de
Dias Antouar_unas

L b* Totais

(ug.mL™)

0 85,94 7,19 14,934
7 93,64 + 0,131 10,26 +0,172 4,29 + 0,045 17,255
14 93,59+ 0,071 9,91 + 0,050 4,32 + 0,010 13,142
21 94,21 +0,395 9,15+ 1,313 4,94 + 0,375 9,804
24 94,04 £ 0,274 9,33 £ 0,062 4,13 + 0,025 7,899
30 94,37 + 0,557 8,91+ 1,220 4,29 + 0,389 17,188

Tabela 37.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais, nos extratos a um pH 3

c idad ) Teor de
A apac_ld ade Capacidade Compostos
Dias ntioxidante Antioxidante Fendlicos Totais
(FRAP) (DPPH) N
(umol Fe**. g™) (IAA) (mg GAE . g
) residuo)
0 0,0323 + 0,0004 0,3539 0,00177 £ 0,00001
30 0,0241 + 0,0040 0,3717 0,214 + 0,00017
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3. Resumo dos dados do estudo da termo estabilidade dos extratos da centaurea a
um pH 1, a temperaturas médio/altas

Tabela 38.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de antocianinas totais do ensaio a 20 °C

Cor Teor de
Tempo Antocianinas

(minutos) L a* b* Totais

(ng.mL™)
0 61,58 £ 0,006 11,82 £+ 0,031 18,14 + 0,047 0,0308
10 65,00 £ 0,581 11,85+0,222 17,34+ 0,264 0,0292
20 64,85 £ 0,260 12,00+ 0,034 17,56 £ 0,109 0,0325
30 65,43 £ 0,357 12,00+ 0,023 17,43 + 0,086 0,0267
40 65,30 £ 0,399 11,97 £ 0,071 17,390,134 0,0273
50 65,26 £ 0,284 11,98 + 0,036 17,39 £ 0,097 0,0260
60 65,33 +£0,412 11,93 £ 0,050 17,29+ 0,031 0,0250

Tabela 39.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais do ensaio a 20 °C

Capacidade Capacidade Teor de Compostos
Tempo Antioxidante Antioxidante Fendlicos Totais
(minutos) (FRAP) (DPPH) (mg GAE . g™
(umol Fe*. g™ (IAA) residuo)
0 0,0344 £ 0,0006 0,6161 0,0017 % 0,00005
60 0,0339 £ 0,0008 0,1020 0,0016 % 0,00003

Tabela 40.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de antocianinas totais do ensaio a 40 °C

Cor Teor de
Tempo Antocianinas

(minutos) L a* b* Totais

(ng.mL™)
0 61,58 £ 0,006 11,82 + 0,031 18,14 + 0,047 0,0308
10 64,63 £ 0,298 11,66 + 0,085 16,97 £+ 0,138 0,0218
20 65,18 £ 0,331 11,68 + 0,063 16,73 +0,111 0,0208
30 65,41 + 0,044 11,64 + 0,058 16,55+0,113 0,0186
40 66,01 £ 0,209 11,53 £ 0,049 16,29 + 0,075 0,0194
50 66,39 + 0,101 11,49 + 0,082 16,23 + 0,058 0,0199
60 66,99 + 0,287 11,40+0,153 15,92 + 0,201 0,0190

Tabela 41.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendélicos totais do ensaio a 40 °C

Capacidade Capacidade Teor de Compostos
Tempo Antioxidante Antioxidante Fenolicos Totais
(minutos) (FRAP) (DPPH) (mg GAE . g*
(umol Fe**. g™ (1IAA) residuo)
0 0,0344 + 0,0006 0,6161 0,0017 £0.00005
60 0,0349 £ 0,0004 0,4810 0,00167 + 0.00004
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Tabela 42.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de antocianinas totais do ensaio a 60 °C

Cor Teor de
Tempo Antocianinas

(minutos) L a* b* Totais

(ug.mL™)
0 61,58 + 0,006 11,82 +£0,031 18,14 + 0,047 0,0308
10 70,08 +0,171 11,00+ 0,128 13,20 £ 0,087 0,0267
20 71,06 £ 0,427 11,09 £ 0,063 12,90 £ 0,193 0,0207
30 72,02 £ 0,155 11,01 £ 0,059 12,45 £ 0,077 0,0194
40 72,90+ 0,252 11,01 £0,026 12,22 + 0,082 0,0204
50 73,65 + 0,566 10,99 £ 0,048 11,95+0,122 0,0183
60 74,04 £ 0,272 10,89 £ 0,082 11,76 £ 0,216 0,0243

Tabela 43.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendélicos totais do ensaio a 60 °C

Capacidade Capacidade Teor de Compostos
Tempo Antioxidante Antioxidante Fenolicos Totais
(minutos) (FRAP) (DPPH) (mg GAE . g™
(umol Fe**. g™ (IAA) residuo)
0 0,0344 +0,0006 0,6161 0,0017 £0,0001
60 0,0377 £ 0,0009 0,4273 0,00192 + 0,00002

Tabela 44.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de antocianinas totais do ensaio a 80 °C

Cor Teor de
Tempo Antocianinas

(minutos) L a* b* Totais

(ug.mL™)
0 61,58 + 0,006 11,82 £0,031 18,14 £ 0,047 0,0308
10 69,76 £ 0,378 9,73 £ 0,040 10,73 £0,132 0,0189
20 70,40 £ 0,715 9,47 £ 0,041 10,81 £ 0,236 0,0206
30 70,81+ 0,154 9,44 + 0,082 10,86 £ 0,040 0,0203
40 72,22 £ 0,101 9,25 £ 0,039 10,61 £ 0,051 0,0194
50 73,18 £ 0,199 9,01 £ 0,064 10,51+ 0,073 0,0242
60 74,50 £ 0,085 8,86 £ 0,044 10,24 £0,74 0,0150

Tabela 45.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais do ensaio a 80 °C

Capacidade Capacidade Teor de Compostos
Tempo Antioxidante Antioxidante Fendlicos Totais
(minutos) (FRAP) (DPPH) (mg GAE . g*
(umol Fe**. g™ (IAA) residuo)
0 0,0344 +0,001 0,6161 0,0017 +0.0001
60 0,0335 + 0,001 0,6155 0,0017 +0.00002
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Tabela 46.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de antocianinas totais do ensaio a 100 °C

Cor Teor de
Tempo Antocianinas

(minutos) L a* b* Totais

(ug.mL™)
0 61,58 + 0,006 11,82 +£0,031 18,14 + 0,047 0,0308

10 73,58 + 0,575 8,59+0,131 9,99 + 0,096 0,0234
20 82,63 £0,137 8,32 £0,048 8,82 +0,151 0,0249
30 84,78 £ 0,351 8,02 £ 0,072 8,62 +0,120 0,0212
40 85,75+ 0,702 7,54 £0,138 8,53 +0,102 0,0089
50 85,24 £ 0,075 6,03 £ 0,059 8,61 + 0,045 0,0152
60 84,76 £ 2,275 6,04 £0,728 8,62 +0,354 0,0206

Tabela 47.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fenélicos totais do ensaio a 100 °C

Capacidade Capacidade Teor de Compostos
Tempo Antioxidante Antioxidante Fenolicos Totais
(minutos) (FRAP) (DPPH) (mg GAE . g™
(umol Fe**. g™ (IAA) residuo)
0 0,0344 +£0.0006 0,6161 0,0017 £0,00005
60 0,0453 £ 0,00125 0,7462 0,02 + 0,00006

4. Resumo dos dados do estudo da termo estabilidade dos extratos da centaurea a
um pH 3, atemperaturas médio/altas

Tabela 48.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de antocianinas totais do ensaio a 20 °C

Cor Teor de
Tempo Antocianinas

(minutos) L a* b* Totais

(ng.mL™)

0 92,09 + 0,020 5,51 +0,029 4,94 + 0,006 0,0184

10 94,04 £ 0,201 5,58 + 0,051 4,36 + 0,012 0,0190
20 93,92 +0,118 5,60 + 0,044 4,36 + 0,018 0,0186
30 93,46 + 0,338 5,63 +0.035 4,46 + 0,077 0,0177
40 93,93 + 0,100 5,61 +0,031 4,38 + 0,014 0,0180
50 93,93 + 0,086 5,61+ 0,036 4,35+ 0,010 0,0145
60 93,95+ 0,041 5,61+0,033 4,37 £0,015 0,0179

Tabela 49.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais do ensaio a 20 °C

Capacidade Capacidade Teor de Compostos
Tempo Antioxidante Antioxidante Fenolicos Totais
(minutos) (FRAP) (DPPH) (mg GAE . g*
(umol Fe**. g™) (1IAA) residuo)
0 0,0372 +£0,0008 0,4392 0,0013+0
60 0,0112 £ 0,0005 0,3266 0,0048 £ 0.00004
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Tabela 50.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de antocianinas totais do ensaio a 40 °C

Cor Teor de
Tempo Antocianinas

(minutos) L a* b* Totais

(ug.mL™)

0 92,09 £ 0,020 5,51 +£0,029 4,94 + 0,006 0,0184
10 93,29+0,211 5,41 £ 0,035 4,42 + 0,056 0,0215
20 93,14 £ 0,087 5,42 £ 0,015 4,48 £ 0,029 0,0213
30 93,24 £ 0,043 5,40 £ 0,013 4,47 £ 0,016 0,0219
40 93,31+0,160 5,39+0,010 4,46 + 0,045 0,0219
50 93,28 £ 0,087 5,36 £ 0,034 4,47 £0,014 0,0193
60 93,20 £ 0,087 5,35+ 0,025 4,49 + 0,016 0,0203

Tabela 51.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendélicos totais do ensaio a 40 °C

Capacidade Capacidade Teor de Compostos
Tempo Antioxidante Antioxidante Fenolicos Totais
(minutos) (FRAP) (DPPH) (mg GAE . g™
(umol Fe**. g™ (IAA) residuo)
0 0,0372 £ 0,0008 0,4392 0,0013 0
60 0,0138 £0,0014 0,3964 0,005+0

Tabela 52.- Pardmetros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de antocianinas totais do ensaio a 60 °C

Cor Teor de
Tempo Antocianinas

(minutos) L a* b* Totais

(ug.mL™)

0 92,09 £ 0,020 5,51 +£0,029 4,94 + 0,006 0,0184

10 93,93 +£0,073 5,22 + 0,027 4,43 + 0,015 0,0201
20 93,85+ 0,018 5,23 £ 0,026 4,49 + 0,018 0,0201
30 93,86 + 0,066 5,24+ 0,017 4,52 + 0,012 0,0208
40 93,81+ 0,076 5,20+ 0,016 4,54 + 0,008 0,0190
50 93,85+ 0,073 5,19+ 0,015 4,53+ 0,021 0,0189
60 93,86 + 0,088 5,17 £ 0,005 4,47 + 0,036 0,0182

Tabela 53.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais do ensaio a 60 °C

Capacidade Capacidade Teor de Compostos
Tempo Antioxidante Antioxidante Fendlicos Totais
(minutos) (FRAP) (DPPH) (mg GAE . g*!
(umol Fe**. g™ (IAA) residuo)
0 0,0372 +0,0008 0,4392 0,0013+0
60 0,0353 + 0,0022 0,2762 0,00238+ 0
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Tabela 54.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de antocianinas totais do ensaio a 80 °C

Cor Teor de
Tempo Antocianinas

(minutos) L a* b* Totais

(ug.mL™)

0 92,09 £ 0,020 5,51 +£0,029 4,94 + 0,006 0,0184
10 93,33 +0,198 4,52 £ 0,059 5,17 £ 0,188 0,0162
20 93,72 £ 0,372 4,46 £ 0,015 4,95+ 0,081 0,0162
30 93,83 £0,180 4,31+0,015 5,12 £ 0,146 0,0172
40 94,01 £ 0,182 4,09 £ 0,219 5,13 £ 0,262 0,0154
50 93,94 £ 0,233 4,11 +£0,073 5,18 £ 0,075 0,0171
60 94,21 £ 0,154 4,02 £ 0,063 5,06 £0,118 0,0170

Tabela 55.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais do ensaio a 80 °C

Capacidade Capacidade Teor de Compostos
Tempo Antioxidante Antioxidante Fenolicos Totais
(minutos) (FRAP) (DPPH) (mg GAE . g™
(umol Fe**. g™ (IAA) residuo)
0 0,0372 +£0,0008 0,4392 0,0013 %0
60 0,0326 = 0,0008 0,9914 0,0017 0

Tabela 56.- Parametros colorimétricos (L, a*, b*) e teor de antocianinas totais do ensaio a 100 °C

Cor Teor de
Tempo Antocianinas

(minutos) L a* b* Totais

(ug.mL™)

0 92,09 £ 0,020 5,51 +£0,029 4,94 + 0,006 0,0184
10 91,57 £ 0,238 3,90 £ 0,066 6,27 £ 0,149 0,0141
20 91,45 £ 0,197 3,88 £ 0,044 6,34+ 0,142 0,0144
30 91,37 £1,228 3,78 £ 0,078 6,62 £ 0,874 0,0145
40 92,26 £ 0,297 3,62 £ 0,053 6,22 £ 0,168 0,0139
50 92,62 £ 0,049 3,45 £ 0,025 6,07 £ 0,029 0,0111
60 92,20 £ 0,945 3,23 £0,028 6,530,717 0,0089

Tabela 57.- Capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais do ensaio a 100 °C

Capacidade Capacidade Teor de Compostos
Tempo Antioxidante Antioxidante Fendlicos Totais
(minutos) (FRAP) (DPPH) (mg GAE . g*!
(umol Fe**. g™ (IAA) residuo)
0 0,0372 +0,0008 0,4392 0,0013+0
60 0,0340 +0,0007 0,4998 0,0019+0
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1. Resultados espetofotométricos dos diferentes ensaios, das extracdes da
caléndula
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Figura 59.- Evolugdo espetofotométrica durante o ensaio da foto estabilidade, quando presente uma fonte
luminosa
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Figura 60.- Evolugdo espetofotométrica durante o ensaio da foto estabilidade, quando as amostras
estiveram ao abrigo da luz
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Figura 61.- Evolugdo espetofotométrica durante o ensaio da termo estabilidade, quando utilizadas
temperaturas baixas (4 °C)
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Figura 62.- Evolugdo espetofotométrica durante o estudo da termo estabilidade, quando utilizadas
temperaturas médio/altas (20, 40, 60 e 80 °C)
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2. Resultados espetofotométricos dos diferentes ensaios, das extracdes da
centaureaapH 1
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Figura 63.- Evolugdo espetofotométrica durante o ensaio da foto estabilidade, quando presente uma fonte

luminosa
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Figura 64.- Evolucéo espetofotométrica durante o ensaio da foto estabilidade, quando as amostras
estiveram ao abrigo da luz
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Figura 65.- Evolugéo espetofotométrica durante o ensaio da termo estabilidade, quando utilizadas
temperaturas baixas (4 °C)
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Figura 66.- Evolucéo espetofotométrica durante o estudo da termo estabilidade, quando utilizadas
temperaturas médio/altas (20, 40, 60, 80 e 100 °C)
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3. Resultados espetofotométricos dos ensaios da termo estabilidade, das extracdes

da centaurea a pH 3
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Figura 67.- Evolucéo espetofotométrica durante o ensaio da termo estabilidade, quando utilizadas

temperaturas baixas (4 °C)
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Figura 68.- Evolucéo espetofotométrica durante o estudo da termo estabilidade, quando utilizadas
temperaturas médio/altas (20, 40, 60, 80 e 100 °C)
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