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RESUMO

OZELA, Eliana Ferreira, D.S., Universidade Federal de Vigosa, novembro, 2004.
Caracterizacdo de flavonoides e estabilidade de pigmentos de frutos de
bertalha (Basella rubra L.). Professor Orientador: Paulo Cesar Stringheta.
Professores Conselheiros: Mara Silvia Pinheiro Arruda e José Carlos Gomes.

A busca de matéria prima para producdo de corantes naturais com
propriedades adequadas ao uso pelas industrias de alimentos processados,
medicamentos, cosméticos e tintas, levou a proposta de um estudo da bertalha
(Basella rubra L.) como mais uma fonte potencial de corante natural. Assim,
objetivou-se com este trabalho realizar a caracterizacdo de flavonoides e estudar
a estabilidade de pigmentos. A extracao foi realizada com metanol em pH 2,0,
partindo-se de dois quilos de frutos, obtendo-se 13,0 gramas de pigmentos
liofilizados. As substancias presentes nos extratos liofilizados foram isoladas por
CLAE preparativa, usando coluna RP 18 Luna de 5 um, fase movel
acetonitrila:solu¢ao aquosa de acido féormico (9:1), fluxo de 3,5mL/mim em
sistema isocratico por 30 mim. Este foi considerado um excelente método, capaz
de isolar as substancias S;, S, e S; das demais presentes no extrato bruto. A
utilizacdo de RMN, cromatografia em papel, métodos espectrais UV/Vis e
reagdes quimicas especificas para antocianinas foram muito uteis para a
caracterizacdao das substancias S;, S, ¢ S; como malvidina, cianidina ¢ flavona,
respectivamente. A estabilidade do extrato antocidnico foi estimada
determinando-se os valores de absorvancia no comprimento de onda de méxima
absorcao, em funcdo do tempo. A partir desses valores foram calculadas as
constantes de velocidade de reagdo (k), assim como o tempo de meia vida (t;,),
na presenc¢a ¢ auséncia de luz, em diferentes pHs e diferentes temperaturas. O
extrato de bertalha em pH 4,0, frente a luz e temperatura de 25°C apresentou

tempo de meia vida de 210,0 h, enquanto que na auséncia de luz apresentou
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tempo de meia vida de 577,5 h. Em pH 5,0 e 6,0, com luz e temperatura de 25°C
apresentou tempo de meia vida de 315,0 h, enquanto que na auséncia de luz
apresentou tempo de meia vida de 693,0 h. Na presen¢a de luz, observou-se o
efeito drastico da temperatura sobre a degradagao do pigmento. Na temperatura
de 40°C o sistema mais estavel foi em pH 5,0 com tempo de meia vida de 7,46h,
seguido do pH 6,0 com 7,18h e o menos estavel em pH 4,0 com 6,01h. Na
temperatura de 60°C, o sistema mais estavel foi em pH 6,0 com tempo de meia
vida de 2,70h, seguido do pH 5,0 com 2,50h e o menos estavel em pH 4,0 com
2,08h. A temperatura e a luz foram os agentes considerados mais destrutivos aos
pigmentos. As substancias purificadas S; e S, apresentaram, frente a luz e a
temperatura de 25°C, tempo de meia vida de 50,90h e 40,76h respectivamente,

mostrando elevada sensibilidade das antocianinas a luz, quando puras.
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ABSTRACT

OZELA, Eliana Ferreira, D.S., Universidade Federal de Vicosa, November,
2004. Flavonoid characterization and pigment stabilization of Malabar
nightshade (Basella rubra L.) fruit. Adviser: Paulo Cesar Stringheta.
Committee Members: Mara Silvia Pinheiro Arruda and José Carlos Gomes.

The search for raw material for the production of natural colorants with
adequate properties for use by processed food, medicine, cosmetics, and dye
industries has led to the proposal of a study on Malabar nightshade (Basella
rubra L.) as an additional potential source of natural colorant. Thus, the aim of
this study was to carry out flavonoid characterization and to study pigment
stabilization. The extraction was performed with methanol at pH 2.0, using 2 kg
of fruit and obtaining 13.0 g of lyophilized pigments. The substances present in
the lyophilized extracts were isolated by preparative high performance liquid
chromatography (HPLC), using a 5 um RP-18 Luna column, acetonitrile: formic
acid aqueous solution (9:1) mobile phase at a flow of 3.5 mL/min in isocratic
mode for 30 min. This method was considered to be excellent, capable of
isolating the substances S;, S, and S; from the others in the raw extract. The
application of the techniques NMR, paper chromatography, UV/Vis spectral
methods and specific chemical reactions for anthocyanins was very useful to
characterize the substances S;, S, and S; as maldivin, cyanidin, and flavone,
respectively. The stability of the anthocyanin extract was estimated by
determining the absorbance values at maximum absorption wavelength as a
function of time. Based on these values, the reaction velocity constants (k), were
calculated, as well as half-life time (t;;), in the presence and absence of light, at
different pHs and temperatures. Malabar nightshade extract at pH 4.0, in the
presence of light and temperature of 25°C, presented half-life of 210.0 h, whereas
in the absence of light it presented a half-life of 577.5 h. At pH 5.0 and 6.0 in the
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presence of light and temperature of 25°C, it presented a half-life of 315.0 h., but
a half-life of 693.0 h. in the absence of light. In the presence of light, a drastic
temperature effect was observed on pigment degradation. At temperature of 40°C
the most stable system was at pH 5.0 with a half- life of 7.46 h, followed by pH
6.0 with 7.18 h while the least stable was at pH 4.0 with 6.01 h. At temperature
of 60°C, the most stable system was at pH 6.0 with half-life of 2.70 h, followed
by pH 5.0 with 2.50 h while the least stable was at pH 4.0 with 2.08 h.
Temperature and light were considered most destructive to the pigments. The
purified substances S; and S, in the presence of light and at temperature of 25°C,
presented a half-life of 50.90h and 40.76h, respectively, showing high

anthocyanin sensitivity to light, when pure.
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1. INTRODUCAO

A prética de colorir alimentos ¢ bastante antiga, sendo os pigmentos naturais
de especiarias e condimentos os primeiros a serem utilizados para tal fim. Apos,
surgiram 0s pigmentos inorganicos que demonstraram ser bastante prejudiciais a
saude do homem.

A percepcao do mundo ao nosso redor ¢ dada pelos nossos sentidos. Destes,
o impacto visual ¢ o mais marcante, ndo sendo definido apenas pela forma e
aspectos dos objetos, mas também pela cor. Dos trés principais atributos de
qualidade dos alimentos “cor, sabor e textura”, a cor torna-se cada vez mais
importante, a medida em que os alimentos sdo expostos e vendidos, como em
supermercados (FERREIRA, 1991).

A primeira avaliagdo que normalmente se faz dos alimentos ¢ através das
cores, o que influencia muito nas decisdes para a escolha de cada produto, pois a
cor, além da associacdo pré estabelecida, afeta a estética, as caracteristicas
sensoriais ¢ a aceitabilidade do alimento (CLYDESDALE, 1993).

Segundo ANGELUCCI (1991), dentre as percepcoes sensoriais do homem,
87% sao captadas pela visao, 9% pela audicao e as demais, 4% pelo olfato, paladar
e tato.

De acordo com CARVALHO (1992), existe uma preocupagdo para
substituir os corantes artificiais, utilizados na industria de alimentos, pelos corantes
naturais, devido a toxidade apresentada, generalizada indevidamente, a todos os
corantes desse grupo, tornando-os indesejaveis ao consumo.

Os corantes sao adicionados aos alimentos por varias razoes, que incluem as
perdas ou alteracdes da cor natural que ocorrem durante o processamento e
estocagem, ou ainda por problemas de matérias-primas de origens diferentes.

Colorir alimentos e bebidas nao ¢ fruto da moderna tecnologia, porém arte
do homem desde cerca de 3.000 anos a.C., quando as especiarias € os condimentos

eram utilizados para tal fim.



Por volta de 1850, a descoberta do primeiro corante sintético “malva”
marcou o inicio da sintese de novos compostos similares, isto em vista da alta
estabilidade da cor, do alto poder tintorial e do baixo custo, abrindo uma perspectiva
altamente promissora no campo dos corantes artificiais (CARVALHO, 1992). Isso
levou ao uso desenfreado de corantes artificiais em alimentos e bebidas, chegando
ao exagero de, nos Estados Unidos, corantes que nao encontravam boa aplicacdo em
produtos téxteis eram usados para fins alimenticios (ANGELUCCI,1991).

Existe um certo questionamento quanto ao uso de corantes sintéticos nos
alimentos, principalmente no que diz respeito a problemas de saude humana
(TIMBERLAKE e BRIDLE, 1980). Testes toxicoldgicos realizados em diversos
paises, sob rigorosa vigilancia da Organizacdo Mundial de Satde (OMS),
comprovaram que, dependendo do tipo e da quantidade consumida, estes corantes
podem provocar uma variedade de efeitos colaterais, tais como: alergias, disritimia,
cancer e mutagdes génicas ([VANISSEVICH e MASSARANI, 1989).

De acordo com a Divisdao Nacional de Vigilancia Sanitaria (DINAL), através
da portaria n° 17 de 07/08/1987, foram proibidos os seguintes corantes sintéticos:
amarelo 4acido ou amarelo so6lido, azul de indantreno ou azul de alizarina, laranja
GCN, vermelho solido e escarlate (DAMASCENO, 1988).

Os corantes artificiais permitidos pela legislagdo brasileira sdo: amarelo
crepusculo, azul brilhante, bordeaux S ou amaranto, eritrosina, indigotina, ponceau
4R, tartrazina e vermelho 40.

DELGADO-VARGAS et al. (2000), relatam que os corantes naturais estdo
presentes em frutas, vegetais, flores e que sdo usados em medicamentos, alimentos,
cosméticos, sendo que alguns pigmentos naturais tém importancia funcional.

A busca de matéria prima para a produgdo de corantes naturais com
propriedades adequadas ao uso das industrias de alimentos processados,
medicamentos, cosméticos € tintas, levou pesquisadores a investigar praticamente
toda a biosfera. Esses pigmentos sdo encontrados principalmente em vegetais

considerados componentes da dieta humana. As fontes de corantes naturais incluem



flores, frutos, folhas, tubérculos e cereais. Os principais grupos de corantes naturais
sdao: antocianinas, betalainas, carotenoides, carmin, curcuma e clorofila.

As antocianinas poderdo vir a substituir os corantes artificiais: vermelho 40,
ponceau 4R, eritrosina e bordeaux S.

Segundo WILEY et al. (1979), a produgdo comercial de pigmentos naturais
tem sido retardada pela caréncia de quantidades significativas de tecidos de plantas
frescas altamente pigmentadas e pela falta de métodos simples e eficientes de
extracao e purificacao desses produtos de plantas.

Mesmo com o avango tecnologico, a substituicao dos corantes sintéticos por
naturais estd condicionada a varios aspectos, como toxicoldgico, tecnologico e
avaliagdo mercadologica.

A bertalha ¢ uma hortalica de facil cultivo e de consumo comum nas regides
brasileiras, principalmente nas regides do sudeste. Suas folhas sdo conhecidas pela
riqueza em [-caroteno e vitamina A (BATISTA et al., 2004). Seus frutos sdo
carnosos vermelhos arroxeados, hidrossoliveis e apresentam alto poder tintorial,
podendo ser uma promissora fonte de corante natural. Assim, objetivou-se com este
trabalho, realizar a caracterizagdo de substancias presentes em extrato de frutos de
bertalha (Basella rubra L.) e estudar a estabilidade dos pigmentos frente a luz, pH e

temperatura.



2. REVISAO DE LITERATURA

2. 1. Descricdo botanica e caracteristicas da bertalha

Bertalha, bretalha, jodo-gomes e couve-de-cerca sdo alguns dos nomes
comuns pelos quais sdo conhecidas, em varios estados do Brasil, algumas espécies
da familia das Basellaceas. De acordo com CORREA (1984), também sdo
conhecidas como Basela (Espanha); Basella (Italia); Baselle blanche e Epinard
rouge (Franga); Bretafia (Cuba); Common white basella e Malabar night shade
(Inglaterra); Malabar spinach (Alemanha), entre outros. Ainda de acordo com esse
autor, sdo conhecidas as espécies Basella rubra L. e Basella alba L.

A bertalha ¢ uma erva perene, trepadeira, de folhas e caules suculentos e
muito ramificados, atingindo até 10 m de comprimento (CORREA, 1984). Possui
folhas alternas, pecioladas, ovado-cordiformes, agudas ou acuminadas, carnosas e
de coloragao verde; as flores sdo brancas, avermelhadas ou esverdeadas, dispostas
em espigas frouxas medindo de 6 a 15 cm; fruto achenio carnoso ou baga vermelha
a roxa (Figuras 1A e 1B). De acordo com CORREA (1984), praticamente
distinguem-se duas variedades: branca e vermelha, de conformidade com a cor das
flores ou dos frutos ou até mesmo do caule. Originaria da India e introduzida no
Brasil ha muitos anos, sempre foi cultivada em hortas e, de preferéncia, junto aos
muros. E utilizada como hortalica e, as vezes, em ornamentacdes. A raiz é

emoliente e refrigerante.



Figura 1 - Plantio de bertalha (Basella rubra L.) em sistema de espaldeiramento (A)

e vista parcial da inflorescéncia e frutos maduros (B).



2. 2. Estrutura quimica das antocianinas

O termo antocianina deriva das palavras gregas: anthos (flor) e kyanos (azul)
(VON ELBE e SCHWARTZ, 1996).

Um dos maiores grupos de pigmentos naturais hidrossoluveis estudados até
hoje, sdo as antocianinas, responsaveis pela coloragdo azul, vermelha, violeta e
purpura da maioria das espécies do reino vegetal (HRAZDINA, 1982).

Uma das mais importantes fungdes das antocianinas na area da percepgao
visivel € a atragdo de animais (principalmente insetos e passaros), com propdsito de
polinizagdo e dispersao de sementes, sendo, por esta razdo, de consideravel valor na
co-evolucdo das interagdes entre plantas e animais (HARBORNE, 1967; STRACK
e WRAY, 1989).

As antocianinas sdo glicosideos das antocianidinas, cujo nicleo basico ¢ a
estrutura do ion 4’-hidroxiflavilium. Todas as antocianinas sdao compostas de duas
ou trés partes: a estrutura basica, que ¢ uma aglicona (antocianidina) (Figura 2), o
agucar e, freqiientemente, um grupo acil (GUIMARAES, 1987; FRANCIS, 1992).

A ordem de freqiiéncia dos agucares mais comuns sdo: glicose, ramnose,
xilose, galactose, arabinose e frutose (FRANCIS, 1992). Segundo ainda este autor,
algumas antocianidinas podem ser glicosiladas, pela combinagao de
monossacarideos, resultando em di ou trissacarideos. A glicosilacdo pode ocorrer
nas posi¢des 3,5 e 7, sendo as mais frequentes ligados na posicao 3 e 5 hidroxil e,

menos comum nha posi¢ao 7 hidroxil (LEE e HONG, 1992).

Compostos R R
OH Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
HO 0. R Malvidina OCH; OCH;
TN Pelargonidina H H
3 o
o Peonidina OCH; H

Petunidina OCH; OH

OH

Figura 2 - Estrutura basica das antocianinas (HARBORNE, 1967).



De acordo com FRANCIS (1992) e HUTCHINGS (1994), o nimero de
grupos hidroxilicos na molécula, o grau de metilacdo desses grupos, a natureza e o
nimero de agucares ligados a molécula e a posicao dessas ligagdes, bem como a
natureza e o niumero de acidos alifaticos e, ou aromaticos ligados ao agucar, indicam
as diferencas entre as varias antocianinas.

As antocianinas apresentam maior solubilidade em solucdes aquosas do que
as antocianidinas, além de serem mais estaveis quando glicosilada na posigao (C; ),
a perda do agucar ligado nesta posicdo, ¢ acompanhada de uma decomposicao
rapida da aglicona, alterando irreversivelmente a coloracdo da solucao (JURD,
1972).

Os grupos acilas ligados ao agucar na posigdo C-3 influenciam na
estabilidade da estrutura, a qual ¢ determinante na coloragdo das antocianinas (LEE
e HONG, 1992). Sendo que os acidos organicos cumarico, cafeico, ferulico, p-
hidroxibenzodico, sinaptico, malonico e acético estdo geralmente acilando os
residuos de acucares (FRANCIS, 1992).

Segundo SCHEFFELDT e HRAZDINA (1978); WILLIANS e HRAZDINA
(1979), a pigmentagao de flores e tecidos de plantas ¢ fungao da estrutura quinoidal
das antocianinas. A formacao da anidrobase (estrutura quinoidal), ocorre desde que
nenhuma antocianina apresente ao mesmo tempo glicosilagdo nos grupos
hidroxilicos nas posicoes 5, 7 € 4°.

A glicosilagdo em C-5 também ¢ freqiientemente encontrada nas
antocianinas. Raramente ocorre glicosilagdo nas posi¢des 3°, 4’ e 5°, pois
impedimentos estéricos geralmente dificultam a glicosilagdo nestas posig¢des
(BROUILLARD, 1982).

Existem hoje dezessete antocianidinas, seis delas ocorrendo com maior
freqiiéncia como agliconas de varias antocianinas, sdo elas: pelargonidina,
cianidinas, petunidina, delfinidina, malvidina e peonidina (TIMBERLAKE e
BRIDLE, 1980; HUTCHINGS, 1994; DELGADO — VARGAS et al., 2000).



As antocianidinas que ocorrem nas antocianinas naturais, estdo relacionadas

na Tabela 1, adaptado segundo HARBORNE (1967) e FRANCIS (1982).

Tabela 1 - Antocianidinas que ocorrem nas antocianinas naturais, adaptado de

HARBORNE (1967) e FRANCIS (1982)

Posicao de substitui¢ao

Antocianidinas 3 5 6 7 3 4 5 Cor
Apigendina (Ap) H OH H OH H OH H Laranja
Luteolidina (Lt) H OH H OH OH OH H Laranja
Triacetidina (Tr) H OH H OH OH OH OH Vermelha
Pelargonidina (Pg) OH OH H OH H OH H Laranja
Aurantidina (Au) OH OH OH OH H OH H Laranja
Cianidina (Cy) OHOH H OH OH OH H Lar.-Verm.
5-Metilcianidina (5SMCy) OH OMe H OH OH OH H Lar.-Verm.
Peonidina OH OH H OH OMe OH H Vermelho
6-Hidroxicianidina OH OH OH OH OH OH H Vermelho
(60HCy)

Delfinidina (Dp) OH OH H OH OH OH OH Verm.-Azul
Petunidina (Pt) OH OH H OH OMe OH OH Verm.-Azul
Malvidina (Mv) OH OH H OH OMe Ome OH Verm.-Azul
Pulchellidina (PI) OH OMe H OH OH OH OH Verm.-Azul
Capensinidina (Cp) OH OMe H OH OMe OH Ome Verm.-Azul
Hirsutidina (Hs) OH OH H OMe OMe OH Ome Verm.-Azul

Segundo HARBORNE (1967), as antocianinas se caracterizam
estruturalmente por possuirem um esqueleto carbonico Cg-C;3-Cg, podendo, dessa
maneira, associar-se a compostos flavondides ndo-antocidnicos. Por outro lado,
apesar de os flavondides antocidnicos possuirem a mesma origem biossintética de
outros flavonoides ndo-antocianicos, como observado por BROUILLARD (1982) e
GRISEBACK (1982), eles se diferenciam por absorverem em regides diferentes do
espectro UV- Vis. Os flavondides antocianicos absorvem fortemente na regido do
visivel e apresentam mais forte coloracdo, enquanto os flavonodides nao-
antocidnicos absorvem na regido compreendida entre 350 e 380 nm
(BROIULLARD, 1982).

Cada substituigdo estd associada a um deslocamento batocromico tal que a

diferenga no comprimento de onda de méxima absor¢do da antocianidina 3-



glicosideo em relacdo a antocianidina 3,5-diglicosideo tem sido utilizada como um

meio para sua diferenciagdo por técnicas espectrais (HARBORNE, 1964). Com o

aumento do nimero de hidroxilas, a coloragdo das antocianinas passa de rosa para

azul. A presenca de grupo metoxila no lugar de hidroxila reverte a tendéncia

anterior (MAZZA e BROUILLARD, 1987).

As antocianinas encontram-se largamente distribuidas na natureza como

mostra a Tabela 2.

Tabela 2 —Antocianinas encontradas com frequéncia em alimentos, adaptado de

BOBBIO ¢ BOBBIO (1992) e JACKMAM e SMITH (1996)

Antocianinas

Fontes

Cy-3-glicosideo

Pn-3-glicosideo

Mv-3- glicosideo

Pg-3-glicosideo

Dp-3,5-diglicosideo

Pt-3-glicosideo

Dp-3,5- diglicosideo
Dp-3-cafeoilglicosideo-5- glicosideo
Campferol-3- glicosideo
Quercitina-3- glicosideo

Pn-3- glicosideo

Pn, Dp-3- glicosideo

Cy, Dp e Pg-3- glicosideo e 3,5- diglicosideo
Cy-3- glicosideo e Pg-3-rutinosideo
Cy-3-soforosideo-5- glicosideo

Acgai, amora vermelha e preta, cereja,
cebola, jameldo, morango, maga, uva,
vinho,

Cebola, cereja, jabuticaba, uva, vinho
Uva, vinho

Morango

Berinjela

Uva, vinho

Berinjela

Berinjela

Morango, uva, vinho

Uva, vinho, morango

Manga

Maracuja

Roma

Figo

Repolho roxo

2. 3. Extracao das Antocianinas

A extracdo do pigmento a partir da matéria prima, pode ser considerada a

primeira e mais importante etapa no processo de purificacdo e identificacdo de

antocianinas.



Existe na literatura, descri¢do de varios processos € solventes utilizados para
extracdo de pigmentos das partes vegetais. A extragdao ¢ necessariamente o primeiro
passo para a determinagao total e individual de antocianinas em qualquer tecido de
planta (FULEKI e FRANCIS, 1968 a,b).

Estes autores afirmam que o melhor método de extragdo serd aquele em que
uma quantidade maxima de antocianinas seja recuperada com uma minima
quantidade de interferentes, bem como aquele em que a perda de antocianinas em
razao de mudancgas enzimaticas e ndo-enzimaticas seja também minima.

A escolha de um método para extrair antocianinas, depende em grande parte
do propdsito de extracdo e também da natureza dos constituintes das moléculas de
antocianinas. Entretanto quando os pigmentos forem usados como aditivos, ou seja,
como corantes de alimentos, o rendimento maximo obtido, a for¢a tintorial e a
estabilidade sdo itens de maior relevancia (JACKMAM e SMITH, 1996).

A extragdo de antocianinas ¢ geralmente feita por maceracdo da parte vegetal
em metanol ou etanol acidificado com HCI (0,1 a 1%). Dependendo da parte da
planta. STRACK ¢ WRAY (1989), aconselham a adi¢do de dgua (10 a 50%) para
uma extracdo completa. Sendo que o metanol apresenta vantagens sobre o etanol, ja
que forma mistura azeotropica em agua e tem um menor ponto de ebulicdo, o que
favorece a posterior concentragdo dos compostos (SHRIKHANDE, 1976). Em
alimentos, no entanto, prefere-se o emprego de etanol devido a elevada toxicidade
do metanol (FRANCIS, 1982).

O processo de extracdo de antocianinas, que envolve a presenga de
moderadas quantidades de &cidos minerais como HCI, pode influenciar na
ocorréncia de hidrolise e desacilagdo das antocianinas, para formar agliconas (LEA,
1988).

O poder extrator dos solventes ¢ muito influenciado pela acidez, entretanto
antocianinas aciladas por compostos alifaticos, principalmente pelo 4cido malonico,
podem ser hidrolisadas parcial ou totalmente por solventes extratores altamente

acidos (FRANCIS, 1989).

10



Comparando diversos procedimentos usados na extracdo de antocininas de
uvas vermelhas REVILLA et al. (1998), constataram que solventes que continham
cerca de 1% até 12N de acido cloridrico, eram mais eficientes na extragdao, porém
causaram hidrolise parcial da malvidina 3-O-acetilglicosideo.

A Tabela 3 mostra a variedade de solventes extratores e concentracoes

usados na extracao de antocianinas.

Tabela 3 — Lista dos solventes utilizados no processo de extragdo de antocianinas

Solvente extrator utilizado Referéncias

Acido cloridrico 0,1N em etanol 95% FULEKI e FRANCIS, (1968 a,b)
Acido acético 4% em metanol-agua (1:1)  BRIDLE et al., (1984)

Acido cloridrico 1% em etanol ANDERSEN, (1985)

Acido cloridrico 0,1N em etanol 96% BLOM e THOMASSEN, (1985)
Acido cloridrico 0,1% em etanol 80% OSZMIANSKI e SAPIS, (1988)
Metanol-4cido acético-agua (10:1:9) TAKEDA et al., (1989)

Acido cloridrico 0,05% em metanol STRINGHETA, (1991)

Acido citrico 0,5% em metanol GUEDES, (1993)

Acido cloridrico 1% em metanol FORNI et al., (1993)
Metanol-4cido formico-agua (70:2:28) GAO e MAZZA, (1996)

Acido citrico 3%- methanol BAILONI et al.;(1998)

Acido citrico 1%- etanol KUSKOSKI (2000a)

Acido cloridrico 0,15% - metanol PAZMINO-DURAN et al., (2001a)
Metanol-gotas acido cloridrico MATAIX et al., (2001)

Acido cloridrico 0,1N em metanol MULLEN et al., (2002)

Acido cloridrico pH2,0 — etanol 70% CONSTANT, 2003

HC10,03% e ac citrico 3% em etanol 70% OZELA e STRINGHETA, 2004

De acordo com o método diferencial de pH, DONDERO e BADILLA
(1983), extrairam antocianinas da casca da uva, utilizando trés solventes extratores:
agua, dgua com 500 ppm de SO, e etanol 95% com 0,01% de 4cido citrico. Sendo
comprovado que o etanol 95% com 0,01% de acido citrico foi o solvente mais
eficiente.

IADEROZA et al. (1992), utilizando metanol - HC1 1% extrairam cianidina
do fruto de agai e jugara, encontrando o teor de 336 mg/100g (agai) e 1347 mg/100g

(jugara).
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GAO E MAZZA (1996), ao extrairem pigmentos antocianicos de girassois
purpuros, concluiram que o solvente etanol: 4cido acético: dgua (EAW 50:1:40
v/v/v) e a solugdo com SO, foram mais efetivos que acido acético 0,01 M.

SILVA (1996), extraiu antocianinas de frutos frescos de Solanum
americanum utilizando como solventes: metanol acidulado com 0,05% de acido
cloridrico e metanol acidulado com 0,5 % de acido citrico ambos em pH 2,0. Sendo
que o metanol acidulado com 0,05% de acido cloridrico em pH 2.0 foi mais efetivo

na extracao que o metanol acidulado com 0,5 % de 4cido citrico em pH 2,0.

2. 4. Estabilidade de antocianinas

As antocianinas como os demais corantes naturais apresentam problemas de
estabilidade. A degradacdo pode ocorrer desde a extragdo, purificacdo dos
pigmentos até o processamento e estocagem, sendo que os principais fatores que
afetam a estabilidade das antocianinas sdo: a estrutura quimica do pigmento, pH,

temperatura, tipo de solvente e outros.

2.4.1. - Efeito do pH

Uma das principais caracteristicas das antocianinas ¢ a mudanca de coloracao
de suas solugdes em fun¢do do pH do meio.

O pH ¢ um fator importante na estabilidade das antocianinas, pois estas
apresentam em pH abaixo de 3,0 coloracdo vermelho intensa, sendo que quando
este pH aumenta a coloragdo tende a desaparecer (MAZZA ¢ BROUILLARD,
1987; RAMOS et al., 2000).

Em pH neutro ou ligeiramente 4acido as antocianinas existem
predominantemente nas formas ndo coloridas (JACKMAN e SMITH 1996).

Segundo BROUILLARD (1982), as antocianinas sdo mais estaveis em
solucdes acidas que em solucdes neutras ou alcalinas. Colocando-se uma aliquota

de antocianinas em uma solucao aquosa em que os valores de pH variam de 1 a 14,
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o resultado seria a produgdo de todas as cores do arco iris. Em base a tais
observagdes visuais, fica claro que, um grande numero de reagdes elementares
devem estar envolvidas no aparecimento e no desaparecimento de tantos estados
coloridos.

Em uma solug¢do aquosa acida podem existir quatro formas estruturais de
antocianinas em equilibrio entre si: a base quinoidal (A), o cation flavilium (AH"), a
pseudobase ou carbinol (B) e a chalcona (C) conforme mostra a Figura 3
(FRANCIS, 1992).

A coloragao das antocianinas varia de acordo com o pH do meio onde estao
presentes. Em valores de pH abaixo de 3,0, a forma AH' de cation flavilium
prevalece. Com o aumento do pH ocorre competi¢ao entre a reacdo de adi¢cdo de
agua ou desprotonagao do cation flavilium, levando a formacao da base quinoidal
A, que apresenta coloragdao azul. As solugdes que apresentam pigmentos com pH
acima de 7,0 mudam lentamente de tonalidade azul para a incolor formando pseudo
base carbinol B, que se encontra em equilibrio com a forma chalcona C, ambas
incolores (FRANCIS, 1992).

Segundo TIMBERLAKE, (1980 e¢ 1982) apesar da chalcona (C) ser um
composto ndo colorido a sua forma ionizada apresenta levemente uma coloracao
amarelada, contudo esta coloracdo nao ¢ estavel, e dependendo do pH da solugdo,
desaparece com o tempo.

Os fatores de estabilizacdo da estrutura de antocianinas como a acilagdo e
copigmentagdo, sdo importantes para preservar ou aumentar a coloragdo do cation
flavilium AH' e da base quinoidal, pois sem estes, a possibilidade de usar as
antocianinas como corante de alimentos seria bastante remota ja que a maioria dos
alimentos se encontra em uma faixa de pH de 3,0 a 7,0.

De acordo com FRANCIS (1992), deve-se manter o pigmento na forma AH",

na tentativa de aumentar a estabilidade de coloragdo, mesmo com a redugdo de pH.
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Figura 3: Transformagdes estruturais das antocianinas existentes em uma solugao

em equilibrio (FRANCIS, 1992).

Segundo BROUILLARD (1982), JACKMAN e SMITH (1996) e WONG
(1995), as antocianinas que sao glicosiladas na posi¢ao 3 e estdo abaixo do pH 2,0
encontram-se na forma do cation AH". Aumentando o pH numa faixa de 3 a 6
ocorre a rapida hidratagdo do cation AH" & pseudobase carbinol (B), com a adigio
de agua acontecendo essencialmente na posicao 2, tendo sido demonstrado por
BROUILARD (1982) que nao ocorre adicdo na posicdo 4, onde a adicdo ¢é
desfavoravel cinética e termodinamicamente.

Em antocianinas monoaciladas em condic¢des 4cidas a cor ¢ determinada pela
substitui¢do no anel B da aglicona. Com metoxilacio predominara a coloragdo
vermelha, enquanto um aumento na hidroxilagdo aumentara a coloragdo azul (OTT,

1992).

2. 4. 2. Efeito da luz e oxigénio

Este fator ¢ tdo importante quanto o pH na degradagdo das antocianinas,

especialmente quando a luz esta associada ao oxigénio (CAMAREZ et al., 2000).

14



Estudo realizado por MARKAKIS (1982), com antocianinas de morango
demonstrou que a agdo conjunta do oxigénio com o 4acido ascorbico destruia
intensamente os pigmentos quando comparados com apenas a agdo de um dos
fatores isolados e os compostos formados na oxidacdo do acido ascérbico também
degradam as antocianinas.

Antocianinas que possuem uma substituicio no carbono 5, por um
grupamento hidroxila e apresentam fluorescéncia, sdo mais susceptiveis a
decomposi¢do fotoquimica que as ndo substituidas nesta posicio (JACMAN e
SMITH, 1996).

Luz alta, enzimas e reagdes com outros componentes tais como dacido
ascorbico e metais, podem comprometer a degradagdo das antocianinas durante o
processamento e estocagem (WROLSTAD, 2001).

Segundo STRINGHETA (1991), os fatores que mais contribuem para a
degradagdo da cor das antocianinas sdo as variagdes de pH e a incidéncia de luz,
essa destruicdo ¢ mais intensa quando, associada ao fator luz, encontra-se o efeito
do oxigénio.

Os efeitos nocivos do oxigénio podem ser verificados através de mecanismos
de oxidacgdo direto ou indireto, onde constituintes do meio sdo oxidados e capazes
de reagir com o pigmento, formando produtos escuros ou compostos
despigmentados (MARKAKIS, 1982).

Na presenga conjunta de oxigénio e acido ascorbico GUEDES (1993),
verificou que a destrui¢do dos pigmentos antocianicos tem maior intensidade.

A diminui¢do do tempo de meia vida de 4,1 horas para 2,5 horas foi
constatado por SUYAMA et al. (1983), quando nos tubos das amostras analisadas
verificaram a presenga de oxigénio contudo, um aumento da estabilidade das
antocianinas contidas no suco dos frutos Empetrum nigrum, foi verificado por
KALLIO et al. (1986), depois que destes removeu-se 90% do oxigénio.

Na exposi¢ao de solugdes aquosas da Cianidina-3- (p-Cumaroil - Glicosideo)

- 5-Glicosideo, sob nitrogénio, a pH igual a 3, ap6s 5 e 10 horas a a¢do da luz,
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verificou-se uma perda na absor¢do de cor de 28% e 51%, respectivamente.
(SUYAMA et al., 1983).

Experimentos realizados por KEARSLEY e RODRIGUES (1981),
apresentaram 75% de perda da absor¢do, revelando assim o efeito destrutivo da luz
sobre as antocianinas, em ampolas com solugdes aquosas de enocianinas comerciais
(400 mg/100mL), a pH igual a 2.3 ¢ a 25°C, sendo metade das ampolas expostas &
luz e metade conservadas no escuro.

O extrato de baguagu (Eugenia umbelliflora, Berg) obtido com a solugao de
EAW (etanol: acido cloridrico: agua — 50:1:49) apresentou no escuro um tempo de
meia vida de 1.838h, enquanto que sob acdo da luz, o tempo de meia vida diminuiu

para 468h, o que comprovou a a¢ao destrutiva da luz (KUSKOSKI, 2000b).

2. 4. 3. Efeito da Temperatura

A estabilidade das antocianinas e¢ a taxa de degradacdo, ¢ notadamente
influenciada pela temperatura. A estabilidade térmica das antocianinas varia com a
estrutura, o pH, a presen¢a de oxigénio e interagcdes com outros componentes tais
como: agucares e acido ascorbico (HENDRY, 1996).

OTT (1992), relata que o armazenamento de conservas a temperatura de
refrigeracdo (4°C), aumenta a vida de armazenamento em até seis vezes em
comparagdo com o armazenamento a temperatura ambiente.

A velocidade de degradacdo das antocianinas em sistemas modelos ¢
influenciada por alta temperatura de estocagem e do processamento. Sendo assim,
recomenda-se reduzido tempo e alta temperatura de processamento para alcangar o
maximo de retengdo do conteido de pigmentos nos alimentos (JACKMAN e
SMITH, 1996).

A reagdo de equilibrio entre as formas de antocianinas tende a ser
endotérmica de acordo com a (Figura 4), da esquerda para a direita, segundo

BROUILLARD (1982).
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(A)  «——= (AH) «— B) «—— (©)
Base Quinoidal Cation Flavilium Base Carbinol Chalcona

Figura 4: Deslocamento do equilibrio.

Ainda segundo este autor, foi observado que durante o aquecimento havia
um deslocamento do equilibrio para a formacdao da chalcona (C) resultando num
decréscimo da base quinoidal (A) e do cation flaviluim (AH" ). Promovendo-se a
acidificagdo e o resfriamento do meio, as formas (A) e (B) eram rapidamente
transformadas no cation flavilium, sendo a mudanga da chalcona (C) para (B) mais
lenta que a reacdo inversa. Como o cation flavilium € utilizado para quantificar as
antocianinas, o tempo de aquecimento da solucdo e as andlises quantitativas deverao
ser muito longos, pois como a mudanca da chalcona (C) para (B) ¢ lenta, os
resultados do estudo dos efeitos da temperatura podera ser incorreto
(BROUILLARD, 1982).

De acordo com ADAMS (1972, 1973 a; b), a principal causa da perda de cor
do pigmento, parece estar relacionada com a hidrdlise das antocianinas, devido
ocorrer uma proporcionalidade entre a velocidade de desaparecimento da cor
vermelha das antocianinas com a velocidade de formagao de agucar livre, pois com
0 aquecimento, as antocianinas que se encontram em pH 2,0 a 4,0, sofrem hidrolise
da ligacdo glicosilada para formar chalcona e, em seguida, o - dicetona.

A temperatura de estocagem e do processamento influencia na velocidade de
degradacdo das antocianinas em sistemas modelos e em sistemas naturais

(STRINGHETA, 1991).
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2. 4. 4. Copigmentacéo

Embora ndo esteja totalmente esclarecido como acontece, a copigmentagao ¢
um fenomeno verificado e aceito; havendo a influéncia de varios fatores na sua
formacao.

A copigmentacdo ¢ um fendmeno através do qual a cor das antocianinas se
torna mais vermelha, mais brilhante e mais estdvel, gracas a interagdo entre
substancias organicas e antocianinas, mesmo em pH dos tecidos das plantas
(OSAWA, 1982).

Este mesmo autor menciona que se for considerada a coloracdo das
antocianinas apenas em fun¢do do pH, as plantas ou parte delas ndo deveriam ser
coloridas, j& que, na maioria dos casos, o pH natural dos vegetais se encontra na
faixa ligeiramente 4cida para neutra. Entretanto, observa-se que as antocianinas
estdo sempre associadas as partes coloridas das plantas, indicando que sdo
estabilizadas por fatores fisico-quimicos incomuns.

Segundo ASEN et al., (1971), o pH do meio apresenta-se como fator de
grande importancia na formagao do complexo, ocorrendo em valores proximos de 1
até a neutralidade.

As antocianinas podem atuar como copigmentos de si mesmas, se estiverem
em altas concentracoes. Podemos verificar também em pesquisas realizadas com a
rutina como pigmento, a existéncia de uma razdo molar de copigmento antocianina
para cada tipo de antocianina (SCHEFFELDT e HRAZDINA, 1978).

BROUILLARD (1983), sugeriu a possibilidade de uma interagao hidrofobica
entre o anel pirilium e os residuos aromaticos dos grupos acila, o que protegeria o
anel do ataque nucleofilico da 4gua aumentando a estabilidade destas antocianinas.
(Figura 5). Com este acontecimento havera um aumento na estabilidade dos
cromoforos devido impedirem a entrada de 4gua nos carbonos C, e C4 da molécula.
Consequentemente ocorrera uma dificuldade na transferéncia de prétons pelo

processo de empilhamento das moléculas.
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Figura 5: Modelo de empilhamento entre dois residuos de acido cafeico com ntcleo

pirilium (BROUILLARD, 1983).

A auto-associagdo ¢ outro fenOmeno associado com a intensificagdo e
estabilidade da cor. Ela ocorre entre as formas coloridas das moléculas de
antocianinas com o cation flavilium e com bases quinoidais (HOSHINO et al.,
1982).

O comportamento de uma mesma estrutura cromdfora de antocianina pode
originar diferentes cores, dependendo de diversos fatores quimicos e fisicos, tais
como temperatura, pH, solvente, a estrutura do proprio pigmento e a presenga de
outras moléculas, descritas como copigmentos (MINIATI et al., 1992).

Existe um grande nimero de substancias organicas que podem atuar como
copigmentos, incluindo flavonoides, outros polifenois, aminoacidos, nucleotideos,

alcaloides e até mesmo as proprias antocianinas (MAZZA, 1995).

2. 4. 5. Isolamento e Identificacdo de antocianinas

As técnicas cromatograficas de papel, placa e coluna aberta, que foram tao
utilizadas por muitos anos para separagdo de antocianinas, modernamente estao

sendo substituidas pela Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Porém
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uma completa caracteriza¢do estrutural de uma antocianina, envolve também a
identificacdo da aglicona, dos aclcares, dos grupamentos acila, bem como sua
posicao na molécula estrutural. O recomendado para atingir melhores resultados
seria a combinagao de técnicas espectrais: espectroscopia no ultravioleta (UV-Vis),
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 'H, RMN "C, COSY, DEPT, NOESY),
infravermelho (IR) e espectrometria de massas (JACKMAN e SMITH, 1996).

Os espectros de absor¢do de antocianinas na regido de UV/Vis sdo muito
importantes na caracterizagdo estrutural. Em solucao 4cida, antocianinas e agliconas
mostram uma absorvancia intensa na regido compreendida entre os comprimentos
de onda de 465 a 550 nm (Banda I) e uma absorvancia muito intensa na regido entre
270 e 280nm (Banda II), sendo os espectros bastante caracteristicos para
identificagdo desses pigmentos, quando puros (FRANCIS 1982).

Antocianinas aciladas apresentam um comprimento de onda de absorvancia
maxima adicional entre 560 e 600 nm ou 600 ¢ 640nm em pH maior que 4,0
(DELGADO-VARGAS, 2000).

O comprimento de onda maximo de absor¢ao (Ams) na faixa do visivel, de
uma antocianina esta diretamente relacionado com o seu padrao de hidroxilagao. O
efeito de uma hidroxila adicional provoca deslocamento batocromico até maiores
comprimentos de onda (FRANCIS, 1982).

Antocianidas cuja aglicona possui um grupamento 0-dihidroxila livre, em
presenca de AICI;, apresentam um deslocamento batocromico de 15-35 nm. Assim
cianidina, delfinidina e petunidina podem ser diferenciadas de pelargonidina,
peonidina e malvidina (HARBORNE, 1967).

A glicosilagdo das antocianinas na posicdo 3, geralmente resulta no
deslocamento hipocrdmico nos espectros visivel (JACKMAN et al., 1987).

A determinagdo das relagdes das absorvancias nos comprimentos de onda
de absorcao maxima no UV-Vis ¢ da relagao de absorvancia a 440 nm fornecem
informagdes sobre a extensdo e a posicao da substituicao glicosidica.

BAKKER et al. (1997), identificaram malvidina 3-glicosideo presente em

vinhos vermelhos, através da CLAE analitica, utilizando coluna ODS de 5 pum,
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detector de arranjos diodos a 280, 320 e 520 nm, fase mdvel com fluxo de 0,3
mL/min constituida por solvente A) 0,6% HClO, e solvente B) metanol, gradiente
linear 20- 53% de solvente B, por 33min.

Seis antocianinas foram separadas da bracts de banana por CLAE usando
detector de arranjos diodos a 280, 320 e 520nm, coluna Supercosil LC-18 (5 pum),
solvente A) 100% acetonitrila e B) 1% acido fosforico, 10% acido acético e 5%
acetonitrila em agua, gradiente linear 0-3%/30 min, fluxo 1 mL/min, inje¢do de 50
uL (PAZMINO-DURAN et al., 2001).

Utilizando espectrometria de massas e cromatografia liquida de alta
eficiéncia ORDAZ-GALINDO et al. (1999), identificaram duas cianidinas presentes
no Capulin (Prunus serotina Ehrh), utilizandodetector de arranjos diodos a 280, 320
e 520nm, coluna PolyLC ODS C-18 (5 um), solvente A) 100% acetonitrila e B) 1%
acido fosforico, 10% acido acético e 5% acetonitrila em agua, gradiente linear O-
30%/30 min, fluxo 1 mL/min.

MULLEN et al. (2002), caracterizaram antocianinas de amora vermelha
através da espectrometria de massas e da CLAE usando coluna Novapac Cig,
detector de UV a 371 e 520 nm, gradiente 8-18%, 30 min, fase mdvel acetonitrila
em agua contendo 1% de 4cido formico, fluxo 0,8 mL/min.

A determinacdo de malvidina 3-glicosideo, cianidina 3-glicosideo e
peonidina 3-glicosideo em vinho foi realizada por MATAIX et al. (2001), usando
detector Vis a 520nm, coluna Ultrabase C-18 (5 um), fase moével: acetonitrila e
acido fosforico 10% em agua, fluxo 1 mL/min., tempo 40 min.

GALORI et al. (2004), identificaram constituintes polifendlicos presentes
na polpa de acai, através do CLAE-EM, utilizando uma coluna Luna RP-18
Phenomenex Germany, de 5 um, detector de arranjos diodos a 230, 254, 280, 330 ¢
350 nm, fase movel constituida por solvente A) agua pH=3,2 HCOOH e solvente B)
metanol e acetonitrila, 0,8 mL/min, gradiente linear.

O isolamento de duas antocianinas a partir de Vaccinium myrtillus foi
realizada utilizando CLAE, com coluna RP-18 Luna 5 pm, 150 x 4,6mm

(Phenomenex, Torrance, CA, USA), 0,8 mL/min, fase moével constituida por
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solvente A) agua: acido formico: acetonitrila, 87:10:3, v/v, e B) agua: acido

formico: acetonitrila (40:10:50, v/v), gradiente linear (DU et al., 2004).

2. 5. Antocianinas, fontes e sua importancia na saude

Existem evidéncias de que as antocianinas e os polifendis da dieta podem ter
papel preventivo e terapéutico em varias doengas humanas. A grande publicidade
do “paradoxo francés” permitiu observar que populacdes de bebedores de vinho
vermelho na Franga e Italia tinham taxas mais baixas de doenga coronaria de
coracao (CHD) que populagdes do norte da europa e americanas (WROLSTAD,
2001a).

Lopaczynski e Zeisel (2001), citado por CHAGAS (2002), relatam que
existem mais de 200 estudos na literatura epidemioldgica questionando uma
possivel associacdo entre baixo consumo de frutas e vegetais com a incidéncia de
cancer.

Os pigmentos de antocianinas de uva-do-monte (vaccinium myrtillus) t€m
sido usados experimentalmente para melhorar a acuidade visual e tratar desordens
circulatorias (WROLSTAD, 2001b). As antocianinas tém atividade antiinflamatéria
¢ acdo sobre a microangiopatia em diabéticos, possuem atividade anti-tlcera e
protegem da radiacdo UV. Quando as antocianinas de uvas sdo aplicadas via
intravenosa, intramuscular ou por via oral reduzem a permeabilidade e a fragilidade
capilar (MAZZA, 1998).

O alto consumo de frutas e vegetais contendo flavondides, carotendides e
vitaminas C ¢ E, vem sendo associado a prevencao de varias doengas, incluindo
cancer e doengas cardio e cerebrovasculares (TOIL et al., 2001).

Pesquisas confirmam que os alimentos ricos em antioxidantes desempenham
um papel essencial reduzindo os riscos de doengas cardiovasculares, cancer, doenga

neurodegenerativa de Ahlzeimer’s, inflamagdes e danos causados nas células. Os

22



flavonoides e as antocianinas, conhecidos como complexadores com radicais livres,
sdo eficientes na prevencao das desordens degenerativas (GAULEJAC et al.,1999).

Os efeitos farmacoldgicos das antocianinas tém sido pesquisados para o
tratamento de problemas microcirculatorios, prevencdo da fragilidade capilar e
tromboses (MORAZZONI e MAGISTGRETTI, 1986).

WANG et al. (1997), relatam ainda que as antocianinas possuem alguns
efeitos nos tratamentos de retinopatia diabética, doenga fibrocistica do coragdo e
visao.

As antocianinas sdao amplamente distribuidas na dieta humana através de
frutas, feijao, outros vegetais (Tabela 4) e vinho tinto. TSUDA (1999), sugere
acrescentar fontes de antocianinas na dieta, sendo que a ingestdo média de

flavondides por humanos varia de 25mg/dia a 1g/dia.

Tabela 4 — Antocianinas em vegetais comestiveis e teores de pigmento

Fonte Teor de antocianina  Umidade
mg/100g %
Jabuticaba (Myrciaria jabiticaba) 1779 91,00
Acgai (Euterpe oleracea M.) 1566 85,63
Jambolao (Syzygium cumini L.) 1475 88,74
Uva de vinho (Vitis vinifera) 959 89,95
Ameixa (Prumus domestica) 812 90,28
Repolho roxo (Brassica oleraceae) 773 88,08
Bacabi (Oenocarpus minor M.) 712 76,64
Amora (Rubus fruticosus) 563 80,93
Berinjela (Solanum melongena) 484 86,42
Jambo vermelho (Syzygium malaccense L.) 319 79,82
Uva de mesa (Vitis vinifera) 293 92,64
Acerola (Malphiglia glaba L.) 177 92,10
Camu-camu (Myrciaria dublia) 135 74,61
Morango (Fragaria spp.) 104 83,32
Maracuja vermelho (Passiflora edulis) 97 80,25
Maga (Malu pumila) 65 79,82
Roma (Punica granatum) 20 74,61
Cebola roxa (Allium cepa) 20 90,28
Figo roxo (Ficus spp.) 6 88,08

Fonte: OZELA e STRINGHETA (2004)
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As antocianinas sao comercialmente usadas em solugdes acidas como
refrigerantes (pH entre 2,5 e 3,8, em que se apresentam na cor vermelha). Sdo ainda
usadas em refrescos, geléias, compotas, coberturas para bolos, sorvetes e iogurtes
(GUIMARAES, 1996).

BRIDLE e TIMBERLAKE (1997), citam que nos Estados Unidos a ingestao
diaria de antocianinas intactas em alimentos no ano de 1971 foi de 215mg/dia no
verdo e de 180mg/dia no inverno. Ja na Itdlia em estudo com 569 italianos, o

consumo de antocianinas variou de 25-215 mg/pessoa/dia.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido nos laboratorios do Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vicosa-MG e Departamento
de Quimica da Universidade Federal do Para, com frutos maduros da bertalha
(Basella rubra L.).

A matéria-prima utilizada nos ensaios (Figura 6), foi cultivada na Estagao
Experimental Filogénio Peixoto pertencente a (CEPLAC), localizada no Municipio
de Linhares - ES. Foram utilizados frutos maduros, colhidos entre os meses de
janeiro a julho de 2002 e mantidos em freezer a temperatura de -18 + 2°C, durante

todo o periodo de pos-colheita e realizagdo da pesquisa.

Figura 6 - Frutos de bertalha (Basella rubra L.).

3. 1. Preparacéo do extrato de bertalha (Basella rubra L.)

Dois quilogramas de frutos maduros de bertalha foram macerados com
2.000 mL de metanol. Posteriormente o pH foi ajustado para 2,0 com HCI
concentrado, de acordo com OZELA (1996). O material macerado foi deixado por

24 horas, a 5°C, ao abrigo da luz, para proceder a extracdo. ApoOs este tempo,
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realizou-se a prensagem manual do extrato por meio de um pano fino para a
remocao do residuo, seguida de centrifugacdao a 2.000 rpm, por 10 minutos, e
filtracdo em papel Whatman n°1, por meio de funil de Buchner. Apos a filtracao
extraiu-se a clorofila com 100mL da mistura éter etilico: éter de petrédleo (1:1). O
extrato, assim obtido, foi concentrado sob pressdo reduzida a uma temperatura de
38°C, em evaporador rotatorio, modelo 802, da Fisaton Equipamentos Cientificos
Ltda. Posteriormente procedeu-se a liofilizacdo para retirada da dgua. O extrato
liofilizado foi armazenado sob nitrogénio, ao abrigo da luz, a -18 £ 2°C, para

utilizagdo nas etapas seguintes.

3. 2. Isolamento das substancias contidas no extrato de bertalha

O isolamento das substincias contidas no extrato bruto foi feito por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

3. 2. 1. Preparacdo das amostras e dos reagentes

O extrato de bertalha foi dissolvido em solugdo aquosa de acido férmico

1%. A solucdo resultante foi filtrada em membrana FH 1.300, Millipore, com

diametro do poro de 0,45 u, e imediatamente injetada no sistema CLAE.

Todos os reagentes empregados na fase movel foram filtrados em sistema

Millipore de filtragao a vacuo e, a seguir, degaseificado em sistema de ultra-som.

3. 2. 2. Separacdo das substancias do extrato de bertalha

Um miligrama de extrato liofilizado de bertalha proveniente do item (3.1)

foi pesado e dissolvido em 10 mL de solucao aquosa de acido formico 1%, filtrado
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em filtro Millipore e injetada no sistema CLAE. Muitas tentativas foram feitas para
estabelecer quais seriam as melhores condigdes de separagdo. Para isto foram
utilizadas varias metodologias e a que proporcionou um cromatograma, com melhor
defini¢ao foi o escolhido.

Para identificagdo das substancias foi utilizado um CLAE analitico da
Shimadzu, modelo SPD-10 AV, com sistema manual de injecao, “loop” de 20 uL e
detector UV/Vis 275nm, coluna RP-18 Fenomenex —Luna (250 x 4,6 mm), com
particulas de Sum e pré-coluna Phenomex. A fase movel foi constituida de: A)
Acetonitrila e B) Solucdo aquosa de acido formico 1% (1:9 v/v), fluxo 1 mL/min

em sistema isocratico, por 30 minutos.

3. 2. 3. Isolamento das substancias do extrato de bertalha

Cem miligramas de extrato liofilizado de bertalha proveniente do item (3.1)
foi pesado e dissolvido em 1,0 mL de solug¢dao aquosa de acido formico 1%, filtrado
em filtro Millipore e injetado 100 pL por vez no sistema CLAE.

Para realizar o isolamento das substancias contidas no extrato de bertalha
foram extrapoladas as mesmas condi¢des utilizadas no cromatdgrafo analitico, item
(3.2.2) para o cromatografo preparativo. Foi utilizado um CLAE preparativo
shimadzu, modelo SPD-10 AV, com sistema manual de inje¢cdo “loop” de 1,0 mL e
detector UV/Vis 275 nm, coluna RP-18 Fenomenex —Luna (250 x 10 mm), com
particulas de S5um e pré-coluna Phenomex. A fase moével foi constituida de: A)
Acetonitrila e B) Solu¢do aquosa de acido formico 1% (1:9 v/v), fluxo 3,5 mL/min

em sistema isocratico por 30 minutos.

27



3. 3. Rendimento das substancias purificadas

Um miligrama de extrato de bertalha proveniente do item (3.1) foi pesado e
dissolvido em 10 mL de solu¢do aquosa de 4cido formico 1%, filtrado em filtro
Millipore e injetada no sistema CLAE. Seguindo a mesma metodologia do item
(3.2.2), realizou-se 20 inje¢des em triplicata para obter-se a média do rendimento
das substancias S; e S, contidas no extrato bruto de bertalha. Para o calculo do

percentual de rendimento utilizou-se a média das areas dos picos.

3.4. Reagdes caracteristicas para identificacdo de antocianinas

Em virtude do forte matiz de cor vermelho arroxeado apresentado pelo
corante de bertalha e 0 mesmo ser hidrossoltivel, surgiu a hipotese de que o corante
em pesquisa poderia ser uma antocianina. Entdo realizou-se as reagdes quimicas,

itens (3. 4. 1 e 3. 4. 2), especificas para antocianinas.

3. 4.1. Reconhecimento de antocianinas

Solu¢des metanodlicas com pH 1,0; 3,0; 6,0 e 9,0 foram preparadas com o
auxilio de 4&cido cloridrico concentrado e hidroxido de sédio.

1,0 mg de pigmento de bertalha purificado e liofilizado foi dissolvido nas
solugdes metandlicas a diferentes pH e deixadas em repouso por duas horas, quando
se obteve para cada amostra o espectro de absor¢do na regidao de 650 a 220 nm, em
espectrofotdmetro Shimadzu UV-1601PC.

Estas reacOoes foram realizadas para diferenciar as betalainas das
antocianinas pois, como se sabe, as antocianinas em pH acido apresentam coloracao
que vao do vermelho ao violeta, enquanto que em pH alcalino apresentam coloracao

que vao do verde ao azul, indicando um comportamento de indicadores acido-base.
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3. 4. 2. Determinacéo do Rf

A determinacdo do Rf foi feita por cromatografia em papel Whatmam n°l,
utilizando-se uma cuba cromatografica. Como fase moével utilizou-se Forestal
(acido acético: acido cloridrico: 4gua, 30:3:10), Formico (dcido férmico:éacido
cloridrico: agua, 5:2:3) e BAW (n-butanol: acido acético: agua, 4:1:5). O fator de
retencdo foi calculado pela razdo entre a distdncia (cm, mm) percorrida pela

substancia e a distancia percorrida pela frente da fase movel.

3. 5. Analise por espectrofotometria no UV/Visivel

Os espectros no ultravioleta e no visivel foram obtidos em

espectrofotdmetro modelo Shimadzu UV-1601PC.

3. 6. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As substancias S; e S, isoladas do corante de bertalha foram dissolvidas em

agua deuterada (D,0):TFA 9:1 e a S; em metanol (CD;0D) para posterior obtencao

dos espectros de ressonancia magnética nuclear a 100 e 300 MHz, no aparelho

VARIAN, Mercury 300, do Departamento de Quimica da Universidade Federal do

Para.
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3. 7. Estudo da estabilidade do pigmento

3. 7. 1. Estabilidade do pigmento do extrato bruto em solu¢édo tampéo

Estabelecidas as caracteristicas espectroscopicas e analiticas, o corante foi
submetido ao estudo da estabilidade.

Foram escolhidos para os experimentos valores de pH 4,0; 5,0 e 6,0 ja que,
em ensaios anteriores, 0 corante mostrou-se instavel em valores de pH abaixo de
4,0. A estabilidade foi testada frente a luz (presenca e auséncia de luz) e frente ao

calor, com valores de temperatura de 40 e 60°C.

3.7. 1. 1. Efeito da luz sobre a estabilidade do pigmento

Para este experimento foram utilizados dois tipos de frascos, sendo 60
frascos transparentes (presenca de luz) e 60 frascos ambar (auséncia de luz), de 50
mL de capacidade. Foram preparados tampdes citrato/fosfato em pH 4,0; 5,0 e 6,0.
Em cada pH foram usadas concentragdes de pigmentos suficientes para obtengao de
leitura de absorvancia inicial entre 0,900 ¢ 1,000. Foi adicionado 0,2 mL de solu¢ao
a 5% de sorbato de potissio a cada 40 mL de extrato, para prevenir
desenvolvimento de fungos. Esses 40 mL foram distribuidos em frascos de 50 mL
de capacidade, providos de tampa de borracha auto-selante e lacre de aluminio.
Todos os frascos foram submetidos a um fluxo de nitrogénio, durante 10 segundos.
Os frascos transparentes, contendo as solucdes, foram colocados em um suporte em
fila simples, posicionados entre duas lampadas fluorescentes de 40W, 2500 lux,
correspondentes a luz do dia, a uma distancia de 10 cm entre a lampada e os tubos,
protegidos de qualquer outra fonte luminosa, a uma temperatura monitorada de 25 +
1°C. Os frascos de cor ambar contendo as solu¢des permaneceram ao abrigo da luz
a uma temperatura de 25 = 1°C. A leitura inicial foi realizada ap6s as duas primeiras

horas de repouso e, as demais, em intervalos pré-determinados.
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A retirada das amostras para leitura das absorvancias em 540 nm
comprimento de maxima absorcao, foi feita com o auxilio de uma seringa comum.
Cada experimento foi repetido pelo menos trés vezes e os resultados representam a
média aritmética de pelo menos dois valores. As leituras foram finalizadas quando
atingissem proximo de 0,2 nm, quando entdo os frascos foram descartados.

Todas as leituras de absorvancia foram realizadas em espectrofotdmetro

modelo Hitachi U-2001 de feixe duplo.

3.7.1. 2. Efeito da temperatura sobre a estabilidade do pigmento

Foram utilizados frascos ambar de 50 mL providos de tampa de borracha
auto-selante e lacre de aluminio. Em cada frasco foram adicionados 40 mL da
solucdo de extrato de bertalha seguindo-se o mesmo procedimento adotado em,
(3.7.1.1) modificando-se apenas as condi¢des de temperatura, que foram
monitoradas em 40 e 60 = 1°C. Todos os frascos, antes de serem lacrados, foram
submetidos a um fluxo de nitrogénio durante 10 segundos. A cada 0,5 horas foram
retiradas amostras para leitura de absorvancia no comprimento de onda de maxima

absorcao (540 nm).

3.7.1. 3. Célculo dos parametros de degradacao das antocianinas

As medidas de absorvancia dos sistemas de solugdes tamponadas foram
usadas para construir graficos do logaritmo neperiano da razdo
absorvancia/absorvancia inicial (In A/A,) versus o tempo, obtendo-se através da
inclinagdo da reta o valor da velocidade de degradacao (K), assim como o tempo de

meia vida (t;,,), através da equacao de Arrhenius de primeira ordem (Equagdo 1 e 2).
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3. 7. 2. Estabilidade das substéancias purificadas

As substancias S; e S,, provenientes do item (3.2.3), foram liofilizadas para
retirada dos solventes. Posteriormente foram pesados 2,0 miligramas de cada
substancia em 2 beckeres, separadamente, que foram transferidos para dois baldes
volumétricos de 20 mL com o auxilio de uma solucdo constituida de
acetonitrila:solu¢do aquosa de 4acido formico 1% nas proporcdes de (1:9). Foi
adicionado 0,05 mL de solugdo a 5% de sorbato de potassio, para prevenir
desenvolvimento de fungos.

Foram distribuidos (2,0 mL ou 2000 pL) em 12 frascos de 5,0 mL de
capacidade, providos de tampa de borracha auto-selante e lacre de aluminio. Todos
os frascos foram submetidos a um fluxo de nitrogénio durante 10 segundos. Os
frascos transparentes contendo as solugdes foram colocados em um suporte em fila
simples, posicionados entre duas lampadas fluorescentes de 40W, 2500lux,
correspondentes a luz do dia, a uma distancia de 10 cm entre a lampada e os tubos,
protegidos de qualquer outra fonte luminosa, a uma temperatura monitorada de 25 +
1°C. A leitura inicial foi realizada apos as duas primeiras horas de repouso e, as
demais, num intervalo de 24 em 24 horas, durante sete dias.

A retirada das amostras foi feita com o auxilio de uma seringa comum e
transferidas imediatamente para a seringa do sistema CLAE. Cada experimento foi
repetido pelo menos trés vezes e os resultados foram expressos pela média
aritmética de pelo menos dois valores, descartando-se os dados discrepantes. O

monitoramento da estabilidade foi feito por CLAE seguindo o item (3.2.2.).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4. 1. Separacdo das substancias contidas no extrato de bertalha

A Figura 7 contém o perfil cromatografico do extrato de bertalha, o qual

apresenta uma mistura complexa de pelo menos 15 substancias, as quais foram
isoladas por CLAE preparativa. Das substincias isoladas foram estudadas as
substancias S;, S, e S;, assim denominadas, aleatoriamente, para efeito de
avaliacao.
As substancias S; e S, apresentaram coloracdo vermelho arroxeado e a substancia
S; apresentou coloragdo amarela. Este perfil cromatografico foi muito importante
para caracterizagdo, pois indicou as areas de cada pico, bem como, os tempos de
retencdo frente ao sistema utilizado.

Ao se realizar a separacdo das substancias, ao contrario do esperado,
observou-se no cromatograma (Figura 7) que os corantes foram os picos menores

correspondendo aos picos S; € S,.
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Figura 7 — Perfil cromatografico obtido por CLAE do extrato bruto de bertalha a
275 nm.
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Ressalta-se ainda que existem outras substiancias coloridas nesse
cromatograma, correspondendo aos picos com tempos de retengdo de 3,57, 23,0 e
23,2 minutos respectivamente, porém, elas ndo foram objeto deste estudo devido os

picos ndo se apresentarem bem definidos.

4. 2. Rendimento das substéncias S; e S, isoladas do pigmento de extrato bruto
de bertalha

Trabalhando com extragdo e quantificacdo do extrato bruto de bertalha e
expressando os resultados em antocianinas totais, OZELA (1996), obteve 48,0 mg
de antocianinas/100g de polpa de fruto. Esse resultado foi baixo e surpreendente,
frente ao forte matiz de cor e poder tintorial apresentado pela polpa da bertalha.

Analisando a Figura 8, observa-se que apesar do forte matiz de cor
apresentado pelo corante, apenas 5,15% representam a somatoria das substancias

coloridas, sendo que (3,05%) da S; e (2,11%) da S,.

3.5 1 3 0541

2,1154

Eendimento (%4)
-2

S S,

Figura 8 — Rendimento das substancias S; e S, isoladas a partir do extrato bruto de

bertalha, por CLAE.
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Talvez a explicagdo mais pertinente para este fato seja o fendomeno de
copigmentagdo que pode estar acontecendo entre os compostos antocidnicos e
outros flavondides presentes no extrato de bertalha, proporcionando assim, forte
coloragao.

Pode-se afirmar que, apesar do baixo rendimento de pigmento apresentado
pelas substancias S; e S,, o corante da bertalha pode ser considerado uma fonte
promissora de corante natural, podendo vir a substituir os corantes artificiais

vermelho 40, ponceau 4R e bordeaux S.

4. 3. Reac0es caracteristicas para identificacio de antocianinas

Basicamente, antocianidinas sdo identificadas pela observagdo de sua cor
em solucdo ou no papel (Tabela 1, p. 8) e, também, pela medida do seu Rf em
solventes Forestal, BAW e Formico e suas propriedades espectrais (Tabela 5 e 6).

Analisando-se os resultados apresentados nas Tabelas 5 e 6 referentes a
cromatografia em papel pela medida de Rf, observa-se que os resultados obtidos
para a substancia S; nos sistemas solventes BAW = 58, Forestal = 58 ¢ Férmico =
28, encontram-se com valores proximos aos citados por HARBORNE (1967)
(BAW = 58, Forestal = 60 e Formico = 27) para a malvidina. Para a substancia S,
obteve-se BAW = 64, Forestal = 49 e Foérmico = 21, que comparados aos valores
citados por HARBORNE (1967) (BAW = 68, Forestal = 49 ¢ Formico = 22) dao
indicativo da presenca de uma cianidina.

Antocianinas normalmente apresentam absor¢do mdxima no visivel, na
faixa de 500-550 nm (FRANCIS, 1982). Os valores do comprimento de onda
maximo UV-Vis do extrato bruto e das substancias purificadas (Tabela 6, Figura 9)
mostram os picos caracteristicos de antocianinas. Para o extrato bruto foi verificada

a presenca de bandas de absorc¢ao na regido de 275 e 540 nm.
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Tabela 5 — Caracteristicas cromatograficas para antocianidinas conforme

HARBORNE (1967).

Antocianidinas Rf% Rf% Rt%
BAW Forestal Formico
Cianidina 68 49 22
Delfinidina 42 32 13
Malvidina 58 60 27
Pelargonidina 80 68 33
Peonidina 71 63 30
Petunidina 52 46 20

Tabela 6 — Caracteristicas espectrais do extrato bruto, das substancias S; e S; e de

citacdo de literatura para malvidina, cianidina e cianidina-3-GR.

Caracteristica A max. A max. Rf % Rf % Rt% Fluores
Vis uv BAW  Forestal Formico  céncia
(nm) (nm)
S, 540 276 58 58 28 Negativo
S, 533 285 64 49 21 Negativo
Extrato bruto 540 275 — — — Negativo
Cianidina-3-GR™ 530 282 — — — Negativo
Malvidina" 543 278 58 60 27 Negativo
Cianidina” 535 277 68 49 22 Negativo

"HARBORNE (1967) ¢ “CONSTANT (2003).

Para a substancia S; as bandas de absor¢ao foram 276 ¢ 540 nm, valores
estes que sao semelhantes aos relatados para a malvidina (278 e 543 nm), conforme
HARBORNE (1967). Para a S, as bandas de absor¢ao observadas foram 285 e 533
nm, que sdo muito proximas a 282 e 530 nm, valores citados para a cianidina-3-GR
(CONSTANT, 2003).

A auséncia de fluorescéncia dos pigmentos quando expostos a luz
ultravioleta (Tabela 6), sugeriu auséncia de substituintes na posicdo 5

(HARBORNE, 1967 ).
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Figura 9 - Espectros de absor¢do UV-Vis do extrato bruto e das substancias

purificadas S; e S,.

Na reag¢dao de reconhecimento de antocianinas, ilustrada nos espectros de
absorcao (Figuras 10 e 11) das substancias S; e S,, houve indicativo de que elas
possuem comportamento acido-base, caracteristica peculiar das antocianinas,
descartando assim a possibilidade de serem betalainas, pigmentos hidrossoluveis de
coloragao vermelho violeta de plantas pertencentes a ordem Centrosperma

(BOBBIO et al.,1992).
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Figura 10 - Espectro de absor¢ao UV/Vis da antocianina S; a pH 1,0; 3,0; 6,0 ¢ 9,0,

apresentando comportamento acido-base.
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Figura 11 - Espectro de absor¢ao UV/Vis da antocianina S, a pH 1,0; 3,0; 6,0 ¢ 9,0,

apresentando comportamento acido-base.
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4.4. Caracterizacao das estruturas quimicas

4.4.1. Substancia S;

1 . : . (1

O espectro de RMN 'H da S, ¢ apresentado na Figura 12. Através da anélise
deste espectro observa-se a presenca de sinais de hidrogénios na regido de
aromaticos e também sinais de hidrogénios de unidades de agucares, que

provavelmente devem estar ligados a uma estrutura de flavonoide.
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Figura 12 — Espectro de RMN de 'H a 300 MHz da S, em solvente D,O:TFA (9:1).

Entre os sinais caracteristicos destacam-se: o sinal em ¢ 8,07 (S), que pode
ser atribuido a hidrogénio H-4 do anel C de uma antocinina; os sinais na faixa de o
6,50 a 7,30, na qual observa-se um envelopado de sinais que podem ser atribuidos
aos hidrogénios aromaticos dos anéis A e B do flavonoide; nos sinais do intervalo
de 0 4,00 a 4,02 observam-se dois singletos tipicos de hidrogénios de grupo
metoxila ligado a anel aromatico; com relagdo aos sinais na faixa de 6 3,2 a 3,6

observa-se um conjunto de sinais sobrepostos que sao atribuidos aos hidrogénios de
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agucares; considerando-se os sinais referentes ao intervalo de 64,6 a 5,3 observa-se
dois singletos que sdo tipicos de hidrogénio acetélico de aglcar, e ainda, o sinal em
01,05 (d, J=6,9 Hz) que ¢ caracteristico de hidrogénio metilico do ac¢ticar ramnose.

Os dados espectrais de RMN 'H ndo foram suficientes para se identificar a
estrutura da substancia S;, porém associou-se esses dados aos espectrofotométricos
e cromatograficos em uma tentativa de elucidar a estrutura quimica.

Observando-se o espectro UV-Vis, verifica-se a presenga de duas bandas
Amax vis=40 nm e Ans yv =276 nm, caracteristicas de antocianinas (Figura 9).
Houve também indicativo de comportamento acido-base (Figura 11, p.38) proprio
de antocianinas. Reunindo estes resultados aos obtidos por cromatografia em papel
pela medida de Rf nos sistemas solventes (BAW=58, Forestal=58 e formico=28) e
comparando-se aos valores citados por HARBORNE (1967) (BAW=58,
Forestal=60 e formico=27) para a malvidina (Tabela 5 e 6), pode-se observar
valores muito proximos. A auséncia de fluorescéncia quando exposto a luz
ultravioleta, sugeriu auséncia de substituintes na posi¢ao 5 (HARBORNE, 1967).

Reunindo todos os resultados e diante de tantas evidéncias, pode-se sugerir
que a substancia S| do corante da bertalha trata-se de um flavonodide antocianico e
que possivelmente a antocianidina em estudo trata-se de uma substincia com

estrutura proxima a Malvidina (Figura 13).

Rl,RzeRngouMe

Figura 13 — Estrutura quimica sugerida para substancia S;
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4.4.2. Substancia S,

O espectro de RMN 'H (Figura 14 e Tabela 7, p. 47) da S,, apresenta sinais
de hidrogénios aromaticos e alifaticos que caracterizam a presenca de uma
substancia pertencente a classe dos flavonoides, com unidades de acticar como

substituintes, podendo tratar-se de uma antocianina.

B
£
e
=3 oo
mmmmmm Nawd
58 a03Isg AR
LT ToNNe
aq and’s n))
i
2
! 2
| -
e
S
Y- s
Poh0
“’," o
NNN.
2
©w ]
W
EFd I
~a -
N
®
I 825 2
W = <om N
© o S =1 ) | o™
LH & S = | Sae
O € ~% 8o 4
~loie G “n No 4
HL 1 w - ew ! - e
i |e w - i <
| o | | ! | <
‘ S ‘ IS 1
E “ J \
| ;
' !
i ! ! ‘
‘ lrw ‘
\ | \
I ) k ‘
| A |
—

T — T T ——— — T T T T T
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 14 - Espectro de RMN de 'H a 300 MHz da S, em solvente D,O:TFA (9:1).

Na regido de hidrogénios aromaticos, observam-se dois singletos centrados
em 06,47 e 66,85, que podem ser atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios H-8

e H-5, de uma antocianina. Estes sinais sugerem a seguinte subestrutura para o anel

A (Figura 15).
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Figura 15 — Subestrutura A.

Observam-se ainda, na regido de hidrogénios aromaticos, um conjunto de
sinais sobrepostos que podem ser atribuidos aos hidrogénios do anel B.

Na regido de hidrogénios alifaticos, no intervalo de o 3,10 a 4,00,
observam-se sinais de hidrogénios que caracterizam a presenca de unidades de
acucar ligados a estrutura do flavonoide.

Os sinais em 0 4,73 ¢ o 5,11 podem ser atribuidos aos hidrogénios
acetalicos das unidades de agucar. Sendo que um dos agucares deve se tratar da
ramnose, pela observacao do sinal dupleto em 6 1,23 (J = 6,6 Hz), que ¢ tipico dos
hidrogénios metilicos da estrutura desse acucar.

Por comparagdao com dados da literatura, a outra unidade de agticar presente
na estrutura, deve ser de uma glicose.

Observa-se ainda um sinal singleto em 6 2,21, tipico de metila de grupo
acetil (ALBACH et al., 2003).

A correlacdo entre os carbonos e os hidrogénios a eles ligados foi feita pela
analise do mapa de contornos HSQC (Figura 16), o qual mostra correlagdo entre os
sinais de hidrogénio em 6 6,85 (s), 0 6,47 (s), 05,11 (d), 02,21(s) e 6 1,23(d) com
os sinais relativos aos carbonos C-8, C-5, C-1"", CH; (OAc) e C-6"",

respectivamente.
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Figura 16 — HSQC da S, em solvente D,O:TFA (9:1)

Os espectros de RMN "°C (Figuras 17, 18 e a Tabela 7), nio mostraram
todos os sinais esperados para a estrutura de uma antocianina com duas unidades de
agucar substituintes, talvez devido ao tempo de relaxamento e/ou baixa
concentragdo da amostra. No entanto, destacam-se os sinais referentes a C-4 em o

132,6 e a uma carbonila em ¢ 170,3 que pode ser atribuida ao grupo acetil.
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D,O:TFA (9:1).
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Figura 18 — Expansio do espectro de RMN de °C a 100 MHz de S, em solvente
D,0O:TFA (9:1).

Para tentar elucidar a estrutura quimica da S, reuniu-se estes dados
espectrais de RMN, com os experimentos de UV/Vis, CLAE e CP.

Observando-se o espectro UV-Vis, verifica-se a presenga de duas bandas
Amax uv =285 nm € Ay vis =333 nm, caracteristicas de antocianinas (Figura 9, p.37).
Houve também indicativo de comportamento &cido-base (Figura 11, p.38).
Reunindo estes resultados aos obtidos por cromatografia em papel pela medida de
Rf nos sistemas de solventes (BAW=64, Forestal=49 e formico=21) e comparando-
se aos valores citados por HARBORNE (1967) (BAW=68, Forestal=49 e
formico=22) para cianidina (Tabelas 5 e 6, p.36), pode-se observar valores muito
proximos. A auséncia de fluorescéncia quando exposto a luz ultravioleta, sugeriu

auséncia de substituintes na posicao 5 (HARBORNE, 1967).
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A reunido desses dados permite sugerir que a substancia referente a
substancia S,, trata-se de um flavonoide do tipo antocianina, sendo que o sinal do
hidrogénio H-4, estaria sobreposto ao sinal do solvente em o 8,39 e a provavel

estrutura para esta substancia seria de uma cianidina conforme Figura 19.

Figura 19 — Estrutura quimica sugerida para a substancia S,
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Tabela 7 — Dados de RMN 'H a 300 MHz e °C a 100 MHz em D,O:TFA (9:1) da

Aglicona R 'H

2 161,2°N° —

3 1404 —

4 132,6 —

5 119.,6 6,47

6 "NO

7 "NO —

8 112,0 6,85

9 158,7N°

10 111,4™° _

I 118,7°N° —

2 116,6 6,70 — 7,40
3’ 147,7°N°

4 155,9 —

5 116,4 6,70 — 7,40
6’ 129,3 6,70 — 7,40
Actcar A

1> 101,2 5,11 (d)
2 73,8 3,10 — 4,00
3” 75,1

4 68,1 —

57 75.8 —

6 60,2 —

Acucar B

1> 99,1 4,73 (s)
2% 71,5 3,30 — 4,03
3 71,5

4> 72,5 —

5 69,0 —

6>’ 19,7 1,23 (d, J=6,6)
OAc

C=0 170,3 _

CH, 20,5 2,21 (s)

*Valores nao observados e assinalados com base em ALBACH et al., (2003) e

CONSTANT (2003).
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4. 4. 3. Substancia S;

O espectro de RMN de 'H da S; (Figura 20, Tabela 8) apresenta padrio de
sinais que caracterizam um esqueleto de flavona (TIAM et al., 2004 e PENG et al.,
2003), especialmente o deslocamento quimico relacionado ao hidrogénio H-3, que

no espectro de S, aparece como um singleto tipico em 6 6,62.
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Figura 20 — Espectro de RMN de 'H a 300 MHz em solvente CD;0OD da S5

A partir desses dados espectroscopicos pode-se obter a subestrutura para o

anel C da flavona, como mostra a Figura 21.

Figura 21 — Subestrutura do anel C.
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Ainda na regido de hidrogénios aromaticos, observa-se os seguintes sinais:
um dupleto integrando para dois hidrogénios em ¢ 8,01 (J= 8,2Hz), atribuidos aos
hidrogénios equivalentes H - 2°/6’ ¢ um dupleto integrando para dois hidrogénios
em ¢ 6,93 (J=8,2Hz), atribuido aos hidrogénios equivalentes H — 3°/5’. Estes sinais

definem a subestrutura para o anel B da S, conforme a Figura 22.

Figura 22 —Subestrutura do anel B.

Observa-se também na regido de hidrogénios aromaticos: um singleto em &
7,89, caracteristico de hidrogénio na posicdo 5, sofrendo desprote¢do pela
anisotropia magnética da ligacio C=0O do anel C. Este dado permite sugerir a

seguinte subestrutura para o anel A (Figura 23):

Figura 23 — Subestrutura do anel A.

Na regido de hidrogénios alifaticos, entre & 3,1 a 4,0, observa-se um
conjunto de sinais que caracterizam grupamento C-glicose ligado a estrutura da

flavona.
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Tabela 8 — Dados de RMN 'H a 300 MHz e "*C a 100 MHz em CD;0D da S;.

Aglicona e 'H

2 162,8 —

3 109,9 6,62 (s)

4 183.9

5 103,4 7,89 (s)

6 "NO

7 162,7N° —

8 104,7 —

9 146,2 —

10 123,7 —

1’ 121,80 —

2’ 130,1 8,01 (d, J=8,4 Hz)
3’ 117,0 6,93 (d, J=8,1 Hz)
4’ 159,9

5 117,0 6,93 (d, J=8,1 Hz)
6’ 130,1 8,01 d, J=8,4 Hz)
Acgucar A

17’ 78,8 3,10 a 4,00

2” 72,3 3,10 a 4,00

3 77,6 3,10 a 4,00

4 73,9 3,10 a 4,00

57 82,8 3,10 a 4,00

6 61,2 3,10 a 4,00
Acucar B

1 79,2 3,10 a 4,00

2 72,3 3,10 a 4,00

3 77,5 3,10 a 4,00

4 73,9 3,10 a 4,00

5 83,0 3,10 a 4,00

6>’ 63,1 3,10 a 4,00

*Valores ndo observados e assinalados com base em SILVA, (2000).

A anilise dos espectros de RMN de °C (Figuras 24, 25, 26 e Tabela 8),
indicam que a estrutura apresenta uma unidade basica de flavona C,s, juntamente
com duas unidades de glicose, uma vez que se observa pelo experimento de DEPT
(Figura 27), a presenca de dois CH, carbinodlicos tipicos de grupo [ -glucosila,
sendo que, provavelmente, devem estar ligados diretamente a carbono aromatico,

~ - 1 13
uma vez que nao se observa sinal de carbono acetalico no espectro de RMN ~C.
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Figura 27 — Espectro de DEPT em CD;0OD da S;.

Segundo a biossintese dos flavonoides (DEWIK, 1997), as posi¢des 7 e 4’
sao normalmente oxidadas portanto, as unidades de aglicar poderdo estar ligadas nas
posigoes 6 ¢ 8.

Com base em todos os dados espectrais e por comparagdo com dados da
literatura (SILVA, 2000), pode-se sugerir a estrutura da Figura 28 para S;, como

sendo a 7,4> —diihidroxi- 6,8, B- glucopiranosil-flavona.

Figura 28— Estrutura da flavona sugerida para a substancia Ss.

53



4. 5. Apresentacao das substancias isoladas

Ss

7,4’ —diihidroxi- 6,8, B- glucopiranosil- flavona.

Figura 29 — Estruturas quimicas das substancias S;, S, e S.
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4.6. Avaliacdo da estabilidade de pigmentos antocianicos extraidos de frutos de
bertalha

Os efeitos da luz, temperatura e pH sobre as antocianinas foram estudados
por diversos autores, sendo sempre observada uma relagdo entre esses efeitos e a
decomposi¢do dos pigmentos antocianicos (STRINGHETA, 1991 e KUSKOSKI,
2000Db).

4.6.1. Efeito da luz

Avaliando-se a estabilidade das antocianinas extraidas de bertalha observar-
se (Figuras 30 e 31) que o pH tem uma grande influéncia sobre a estabilidade do
pigmento antocianico, tanto na presenga como na auséncia de luz. O pigmento foi
mais estdvel nos maiores valores de pH, ou seja, a menor estabilidade do pigmento
foi observada em pH 4,0, e a maior estabilidade ocorreu, igualmente, em pH 5,0 e
6,0. Este fato ¢ muito relevante do ponto de vista de aplicabilidade do corante pelas
industrias de alimento, pois a maioria dos alimentos encontram-se na faixa de pH
maior que 4,0. Esse resultado ndo era esperado, pois segundo dados de literatura
para antocianinas, estas sao dependentes de pH, mas quanto menor o pH melhor a
sua estabilidade (FRANCIS 1992, JACKMAN e SMITH 1996 ).

Segundo BROUILLARD (1982), a coloragdao das antocianinas varia de
acordo com o pH do meio. Em meio aquoso, quatro espécies de antocianinas
existem em equilibrio: cation flavilium, base carbinol, base quinoidal e chalcona.
Na forma de cation flavilium, em meio acido, as antocianinas possuem coloragao
vermelha e sdo consideradas estaveis (FRANCIS, 1992). As formas pseudo base
carbinol e chalcona sdo incolores, e predominam em pH neutro ou ligeiramente
acido (WONG, 1995). Porém existem excessdes como ¢ o caso da Trandescantia
pallida, na qual foi identificada a cianidina 3,5,3’- triglicosideo acilada com 3
moléculas de &cido fertlico, cuja estabilidade foi estuda por (SHI et al., 1992),

apresentando maior estabilidade em pH 5,5.
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Figura 30 — Curvas de degradagdo de extratos de bertalha ao longo do tempo, em
sistemas tampdes (pH 4,0; 5,0 e 6,0), na presenga de luz, a temperatura ambiente

(25°£1°C).
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Figura 31 — Curvas de degradacdo de extratos de bertalha, ao longo do tempo, em
sistemas tampdes (pH 4,0; 5,0 e 6,0), na auséncia de luz, a temperatura ambiente
(25°£1°C).

Comparando-se os valores da Tabela 9, observa-se que no sistema claro e

em pH 4,0 a constante de degradacio (K) foi de 3,3 x 10” e o tempo de meia vida
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de t;» = 210,0 h . Por outro lado, no sistema escuro a constante de degradacao

passou para 1,2x 10™ e o tempo de meia vida aumentou para 577,50 horas.

Tabela 9 — Valores das constantes de degradacio k (h™) e o tempo de meia vida t;,
(h) obtidos ao longo do tempo, em sistemas tampdes (pH 4,0, 5,0 e 6,0), na auséncia

e presenga de luz, a temperatura ambiente (25°+1°C)

SISTEMA pH k (b R’ t15 (h)
4,0 0,0033 0,9565 210,00
LUZ 5,0 0,0022 0,9846 315,00
6,0 0,0022 0,9871 315,00
4,0 0,0012 0,9316 577,50
ESCURO 5,0 0,0010 0,9659 693,00
6,0 0,0010 0,9272 693,00

Quando se utilizou pH 5,0 e 6,0, as amostras submetidas ao sistema claro
alcangaram um tempo de meia vida de 315,0 horas e constante de velocidade de
degradagdo de 2,2 x 107, enquanto que no sistema escuro a constante de degradagio
foi de 1,0 x 107 ¢ o tempo de meia vida foi de 693,0 horas. Verificou-se uma
profunda interferéncia da luz na cinética de decomposicdo das antocianinas
presentes nas amostras no claro, em comparagdo com aquelas colocadas ao abrigo
da luz, o que ¢ facilmente comprovado pelos elevados valores obtidos por meio da
relacdo entre t;, da luz e o t;; no escuro.

Analisando os valores de R? contidos na Tabela 9, observa-se que a equago
de regressao linear de In (Absorvancia) se ajustou perfeitamente aos dados obtidos
no experimento ¢ que a degradacao do pigmento realmente € representada por uma
reagdo de primeira ordem, ja que os valores de R se encontram bastante proximos
de 1,0 o que valida os resultados e conclusdes obtidos neste experimento. Esses
resultados estdo de acordo com a literatura que relata efeito deletério da luz sobre
pigmentos antocianicos (MARKAKIS, 1982).

Comparando-se estes valores com os resultados obtidos por (SILVA, 1996)

para maria pretinha (Solanum americanum, Mil), realizado em pH 4,0, na presenca
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e auséncia de luz, onde os resultados foram t;, = 4,78 dias (114,72 horas) € t;, =
12,16 dias (291,84 horas) respectivamente, pode-se concluir que os resultados
apresentados nesse trabalho estdo superiores aos valores apresentado por (SILVA
1996), nas mesmas condic¢oes. Os resultados aqui obtidos mostram que o corante de
bertalha apresenta uma boa estabilidade e que por isso pode ser aplicado em

alimentos, constituindo uma promissora fonte de corante natural.

4.6.2.Efeito da temperatura

Os resultados ilustrados nas Figuras 32 e 33 permitem observar o efeito
dréstico da temperatura sobre a degradagdo do pigmento antocidnico em todos os
valores de pHs (4,0; 5,0 e 6,0), tanto a 40°C como a 60°C, na presenga de luz. O
sistema mais estdvel foi em pH 5,0 com 7,46 horas, seguido do pH 6,0 com 7,18
horas e pH 4,0 com 6,01 horas.

Pelos resultados apresentados na Tabela 10, observa-se que as constantes de
velocidade de degradacdo (K) das antocianinas na presenca de luz, a 40°C, foram
1,15x 107, 9,28 x 107 ¢ 9,64 x 10 em pH 4,0; 5,0 e 6,0 respectivamente. Quando
a temperatura foi elevada para 60 °C, o valor de K também aumentou para 3,32 x
10'1, 2,76 x 10" e 2,55x 10'1, em pH 4,0; 5,0 e 6,0, respectivamente.

De forma geral, observou-se que a temperatura afeta sensivelmente a
estabilidade das antocianinas. Os resultados indicaram claramente que, a medida
que aumenta a temperatura, o pigmento sofre maior degradagdo e em menor tempo,

conforme pode ser observado na Tabela 10.
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Figura 32 — Curvas de degradacdo de extratos de bertalha ao longo do tempo, em

sistemas tampoes (pH 4,0, 5,0 e 6,0), na presenca de luz, a temperatura de 40°C.
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Figura 33 — Curvas de degradagdo de extratos de bertalha ao longo do tempo, em

sistemas tampodes (pH 4,0; 5,0 e 6,0), na presenga de luz, a temperatura de 60°C.
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Tabela 10 — Valores das constantes de degradacio k (h™) e o tempo de meia vida t;,
(h) obtidos ao longo do tempo, em sistemas tampdes (pH 4,0, 5,0 e 6,0), na presenga

de luz, a temperatura de 40 e 60°C

SISTEMA pH k (h™) R* t,» (h)
4,0 0,1152 0,9684 6,01

40 °C 5,0 0,0928 0,9389 7,46
6,0 0,0964 0,9758 7,18
4,0 0,3324 0,9645 2,08

60 °C 5,0 0,2766 0,9445 2,50
6,0 0,2559 0,9527 2,70

4. 7. Estabilidade das substancias S; e S, isoladas do pigmento de extrato bruto
de bertalha por CLAE.

Os valores das constantes de degradacdao e o tempo de meia vida obtidos
para as substancias S; e S, purificadas, assim como também o monitoramento, por
CLAE, da degradagdo destas substancis estdo contidos na Tabela 11 e ilustrados nas
Figuras 34, 35 e 36, respectivamente.

O sistema acetronitrila: solucdo aquosa de acido formico 1,0%, (1:9) foi
escolhido, pois possui pH préoximo de 2,0 onde ha um aumento da espécie AH"
fortemente colorida das antocianinas.

Comparando-se os valores contidos na Tabela 11, observa-se que a
constante de degradacio (K) da substincia S; foi de 1,36 x 10™ e o tempo de meia
vida de t;; = 50,90 horas, enquanto que para a substancia S, foi de K = 1,70 x 102
e o tempo de meia vida de 40,76 horas. Esses resultados comprovam a elevada
sensibilidade das antocianinas puras quando submetidas a luz, o que leva tais
corantes a uma degradacao fotoquimica.

Possivelmente a presenca de alguns componentes do extrato bruto atuam
como agentes que auxiliam na estabilidade das antocianinas presentes. Assim
quando esses compostos sdo retirados da solu¢do por ocasido do isolamentodas
antocianinas a estabilidade decresce sensivelmente. Esse fato reforca a idéia de que

o extrato bruto ¢ mais indicado ao uso como corante natural em alimentos, j& que,
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além de ser mais estavel, esse ¢ requerido em menores quantidades para sua

aplicagdo em alimentos.
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Figura 34 - Perfil cromatografico obtido por CLAE da S; a 275 nm, coluna

Phenomenex em acetonitrila: solucao aquosa de acido formico 1% (1:9).
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Figura 35 - Perfil cromatografico obtido por CLAE da fracdo S , a 275 nm, coluna

Phenomenex em acetonitrila: solugdo aquosa de acido formico 1% (1:9).
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Figura 36 — Curvas de degradagao das substancias S; e S, extraidas dos frutos de

bertalha, em acetronitrila: solugdo aquosa de acido férmico 1% (1:9), na presenca

de luz, a temperatura de 25°C por CLAE.

Tabela 11 — Valores das constantes de degradacio k (h™) e o tempo de meia vida t,,

(h) obtidos ao longo do tempo, das substincias S; e S, extraidas dos frutos de

bertalha, em acetronitrila: solucdo aquosa de acido férmico 1% (1:9), na presenca

de luz, a temperatura de 25 °C

Sistema k (h™) R’ t15 (h)
S, 1,36x10° 0,8631 50,90
S, 1,70x10™ 0,8328 40,76
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O isolamento das substancias por CLAE foi considerado um excelente
método, revelando uma mistura complexa de 15 substancias.

A utilizagdo de métodos espectrofotométricos UV-Vis, técnicas
cromatograficas em papel e reagdes quimicas especificas para antocianinas
auxiliaram a confirmar as estruturas das substancias isoladas.

Os espectros de RMN de 'H, "“C, DEPT e¢ HSQC permitiram a
caracterizacao das substincias S; como malvidina, da S, como cianidina ¢ da S;
como 7,4’- dihidroxi- 6,8, B glucopiranosil-flavona.

A utilizacdo da técnica da CLAE ajudou a estabelecer o percentual de
rendimento das antocininas S; e S, apods purificacdo como sendo 3,05% e 2,11%,
respectivamente.

O extrato da bertalha em sistemas tampdes pH 4,0; 5,0 e 6,0 apresentou
uma profunda interferéncia da luz na cinética de degradagdo das antocianinas
presentes nas amostras no claro em comparagdao com aquelas colocadas ao abrigo da
luz.

As temperaturas de 40°C e 60°C afetaram sensivelmente a estabilidade das
antocianinas, observa-se que a medida que a temperatura aumenta, também aumenta
a degradagdo do pigmento.

O extrato manteve-se mais estavel em pH 5 e 6 que em pH 4,0,
diferenciando-se das demais antocianinas que sdo estaveis em pH abaixo de 3,0,
possibilitando assim a sua aplicacdo como corante natural em alimentos.

As substancias isoladas apresentam baixa estabilidade, fato que reforca a
idéia de que as antocianinas ndo devem ser comercializadas pura e sim como extrato
bruto.

As antocianinas de bertalha podem ser consideradas estaveis, quando
comparada com outras antocianinas, podendo ser potencialmente usadas como

corante natural.
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