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REGUMD

0 extrato metandolico da inflorescencis do capim govdura

ra) foi fracionado cromatograficamente e

(figllinis

foi determinada a composicio de uma de suas fragbes. A
gstabilidade desta e de outras fragles antocil@nicas, incluindo
o extrato parcialmente purificado, foi estudada, ew funclo dos
efeitos degradativos da luz, pH, oxigénio, temperatura, ions
metalicos, Sﬁa, atuando isoladamente ou pela combinacio de
alguns destes fatores.

& partir do extrato bruteo eparcizlmente purificado,
procurou-se estabelecer as condi¢Bes para produzir no extrateo
uma melhoria na estabilidade frente aos fatores que determinas
a perda de cor das antocianinas.

Para a identificaciio da estrutura da antocianina
presente no extrato, em maior proporgio, utilizaram—-se
técrnicas cromatograficas, caracteristicas espectrais e reagdes
gquimicas especificas. Para o estudo da estabilidede das
antocianinas Fforam feitas medidas de absorbincia das solugdes

ne comprimento de onda de maxima absor¢3o e a determinacilo dos



velores de k e ti!ﬁ’ além do estudo do comporiamento especiral
das solucles de antocisninas na repifio do espectro visivel.

& utilizagio da cromatografis em colunz de  PUP
associada & cromatosrafiz em parel com os solventes HCl e BAW,
mostrou ser efetiva na separagio das fragdes de antocianinas
presentes no extrato metandlico da inflorescéacia do capim
gordura,

A hidrélise acida da fracio antociinics presente e
maior proporgio no extrato, permitiu a identificag¢lo dos
scucares, glucose e arabinose, ligados na posicio €-3 como
parte da estrutura da antocianina desta fracgio.

Pela hidrolise alecalina, seguida de cromatografia es
camada fina e HPLC, identificou-se o acido .céseicc como
constituinte da antocianina da #fragso principal.

Por técnicas cromatograficas, reaghes especificas e
ravacteristicas espectrais, identificou-se a cianidina como a
aglicona da antocianina presente no extrato 2, maior
proporedo, defininde a estruturs da antocisnina como sendo: a
cianiding~3-cafecil-glucusil-arabinose.

Mo estudo da estabilidade das fracies de antocianinas e
do extratp foi verificada a efetividade dos Flavonoides ndo
antocisnicos, naturalmente presentes no extrato e nas fragoes
parcialmente purificadadas, no aumento da estabilidade frente
a fatores degradativos como a luz e 3 variagio de pH.

& adiglo do acido tinico &s antocianinas presentes no
extrato, levou 3 formaclo de um complexo #Acido ténico-
sntocianina elevando consideravelmente a estabilidade da cov

da solug3o.

ii



& estabilidade da cor do extrato de antociasninas ¥foi
mais afetads pela luz e pelas variacdes de pH, quando

comparados a outros fatores de degradacao.

iii



SUMMARY

fhe pigments in the inflorescence of HMellinis
minutiflors weEre exhaustively extracted with methanol
acidified with hudrochloric acid.

Column and paper chromatography of the extract revealed
its complexity since several zones containing anthocyanins and
yellow flavonols could be detected visually.

The two major red zones were separated and purified.
Using adapted published technigues the anthocuanin from the
more intensely colored of the two zunes w5 identified as
cyanidin-3-caffeoyl-glucosul-arabinoside. The anthocyanin from
the second purified zone was partially identified as 3 non-
acylated cyanidin.

The etfect of light, pH, oxggen, temperature, metallic
ions and sulfur dioxide on the color of the extract and of its
purified fractions were studied by measuring the loss of
absorbance with time and therefrom determining the values of
the spparent first order reaction rate and the periods of half

1ife for the anthocyaning in each sustem.

v



Tannit acid and rutin were tried as copigments for the
formation of wmore stable producks o light and pH. The
conditions Ffor copigmentation were established and rutin  had
to be eliminated for its veruy low water solubility at pH beliow
5.8

The formation of stable complex between the pigments
and tannic acid was responsiblie for the bathocromic shift
registered when the pigma&ts and the acid were miwxed. The
different chromatographic mobility of tannic acid, pure
anthocyanin and copigmented anthocyanin ®as considered
evidence of the formstion of a stable complex between the
anthocyanin and the copigment . Copigmentation between
anthocyanins and the natural flavonols of the extract was
cbserved.

Effective protection was confered by the copigmentation
with tannic acid as was shown by the values for apparent first
order reaction vate and periods of half-life when compared

with values from the non complexed anthocyaning.

*



1. INTRODUCAD

A coloragio ¢ um dos mais importantes atributos de
qualidade em alimentos, influenciando seu valor estético e
servinde de base para a identificag3o & a aceitagio de ums
grande variedade de produtos alimenticios. Dostar ou nio de ums
determinado alimento esta, wmuitas vezes, condicionzdn a sua
coloragio.

f introducao de alimentos processados na dieta humana
trouxe a3 necessidade da adicBo de substincias coloridas a
BESES alimentos conm a finalidade de aproximar a%
taracteristicas de cor dos alimentos processzdos 5s dos
alimentos naturais. Este efeito foi conseguide com o usoe de
corantes sintéticos, hoje largamente ubtilizados peias
inddstrias alimenticias.

Hos gltimos anos, a inocuidade dos corantes sintdticos
tem sido guestionada, levando 2 proibiglo de alguns deles em
funcio da descoberts de seus efeitos téxicos zo homem. Devido
a2 #ssa limitacie e da tendeéncia mundial do consumo de produtos
chamados “"naturais™, o interesse pelos corantes naturais tem

crescido substancialmente.



Ay antocianinas 530 pigmentos naturais bastante
conhecidos pois determinam a coloragdo cearacteristica de uma
grande wvariedade de vegetais, incluindo zqueles usados ne
alimentagio humana. Fates pigmentos tem sido, portanto,
consumidos pelo homes por incontaveis geraghes se® Causar
aparentemente qualquer efeito sobre a saide. Apesar disso, sew
dso como aditivo natural esta ainda bastante restrito en
funcio de limitacOes, como a disponibilidade de matéria prima
progutora de pigmentos na quantidade e na qualidade requerida,
a2 dificuldade na sua purificac¢do, o poder corante reduzido
auando comparado aos produtos sinteticos g, principalmente, a
haina estabilidade apresentada pelas antocianinas.

0 ronhecimento da estrutura dos pigmentos. a infludncis
de fatores como © pH, a temperatura, a presencs de acidos, de
agucares, ions metalicos e a presenga de substidncias chamadas
de copigmentos, assume importancia fundamental no estudo da
estabilidade das antocianinas, visando seu possivel uso ew
alimentos.

31 recentes descobertas de antocianinzs aciladas
presentes em alguns vegetais, gque mantém a colorag3o estavel
nume faixa de pH entre 2,0 ¢ 4,9, bew como 2 possibilidade de
formagio de comp lexos antocianinas-flavonoides nao
antacifnicos, traz novas perspectivas para ©0 2 uso desses
corantes naturais nos alimentos processados.

& descoberta de novas e melhores fontes de antocianinas
e u melhor compreensic de suas propriedades fisico-quimicas,
coders levar as antocianinas a um nivel maior de aplicagdo

como corantes naturais de produtos alimenticios.



2. REVIBAU DE LITERATURA

As antocianinas estio incluidas no grupo de pigmentos
de ocorrénciaz natural, responsiaveis pels colovacBo azul,
vermelha, violeta e parpura de muitas espécies do reino
vegetal . As antocianinas, substancias fenglicas, RO
glicosideos de antocianidinas, polihidroxi derivados do ion
filavilium (Figura $3. Az antocianidinas {anpliconas), Sa0
subst3ncias polikidroxiladas aparentemente ausentes nos
tecidos de plantas (Jackman, 1987aj).

As diferencas entre as varias antocianinas estao no
n&marn. de grupos hidroxilicos na molécula, no  grau  de
metilagSio destes grupos, na naturezs e oo nimero de AagUCATes
ligados & molsécula e na posiglo dessas tigagdes, bem como nn
natureza € no namero de acidos alifdtices e/ou arcmiticos
ligados 1 agucar na moplécula de antocianina, 13

antocianidinag gug Qcorras oMo agliconas nas antocianinas
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Sal de Flavilium 0 <o e e e
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“episenidina <Ae) H OH H OH  H W
Luteolinidina (L) H OH H GH OH H
Truitinidina (¥r) 0OH OH H OH {3H K
Pelargonidina (Pg) oH OH H (£ H H
Cianidina {(Cy} O OH H OH OH H
Pepnidina (Pn) OH OH H OH Ote H
Rcsinidiné {Rs} M O H {e OHe H
Delfinidina (Op) OH oH H OH OH H
Petunidinag (Pt) OH OH H O OMe OH
Pulchelidina (P13} OH OMe 2 OH O H
Europinidina (Eu) OH D¥e H iy {itte OH
Halvidina {(Mv) OH OH H aH Oe OMe
Hirsutidina (Hs) OH OH H OMe OMe OHe
Capensinidina (Lp) OH Ofe H O DiMe OMe

FIGURA 1 - Estruturas de Antocianinas de Ucorréncia HNatural.

;gggﬁfada de Yimberlake, 1989 e Mazza & Brouillard,



naturais estfo relacionadas na Figurs 1 e, 25 que ouorrem com
waior frequencis si0: pelargonidina, rianidina, peonidina,
deifinidina, malvidinsg e petunidina {Timberlake & Bridle,
197%; Marborne, 19467}

Degundo Geinaman, (19620 386 antocianinas %30
caracterizadas estruturalmente por possulr usm esqueleto de
carbong Cé"83"86 e em funcio disto, podem estar associadas com
compostos flavondides n3t antocil3nicos. Por outro lado,
Brouillard, {(1982) e Griseback (1982), afirmam que apesar de
possuir a wmesma origem biossinteética de outros Flavondides
naturais, as antovianinas diferem destes por absorver
fortemente na regilfo visivel do espectro.

#& natureza dos agucares, acidos 2 numero de grupos
metoxila, tem pPOGCS efeite nas reagdes que induzem
modificacoes estruturais mas a presengk € a3 posiglo de suss
ligaches na molécula pode influenciar profundamente  as
altera¢Bes estruturais {(Timberlake, 19887} . Segundo Asen
(1974, estas eodificacdes sBo geralmenete obscuras, wmuito
emboras sejam consideradas como 8% Principais responsaveis
pelas mudancas de coloragBo associadas s antoclaninas.

As antocianinas podem ser glicosiladas por diferentes
agucares nas posicoes 3, 3 e 7 mas, Sempre oLorre a
glicosilag8e na posi¢ieo C-3 (Harborne, i958a). Blucose,
arabinose, galactose e ramnose, 5350 0% agurares mals Comuns
tigados a5 sntocisnidinas. Di e trissacarideos, formados pela
combinagio destes gquatre monDsacarideos, podemn tambén
glicosilayr algumas antocianidinas {(Harborne, 1967; Timberlake

& Brible, 1975). £€m muitos casos, o0s agucares 30 acilados



pelos acidos p-cumdrico, cafeico,ferdlico, sinapico € wals
raramente por acido maldnice, scetico ¢ vanilico entre outros
{Mazza & Brouillard, 1987:.

As antgeianidines s3o instiaveis £ msenos soluveis em
solucic aquosa que as antocianinas {(Timberlake & Bridile,
964}, e = glicosilagio ausments a estabilidade € torna a
molécula de pigmento soluvel em agua {Harborne, $979). A perda
do agucar ligado na posicio -3, € ascompanhada de umsa rapida
decomposicio da aglicona, com alteragic irreversivel na
coloracao da solugio {(Jurd, 1972a}.

A glicosililacBo em C-5 tambem ¢ frequentemente
encontrads nas antocianings (Brouiliard, 19821} . Cads
substituicio esti associada 3 um deslocamenio batocrbnico tal
que, & difereca no comprimentoc de onda de maxima absorgdo da
antocianidina 3-glicosideo ewm relagio a antocianidiea 3,5~
diglicosideo, tem sido wutilizada como um meic de sua
diferenciacio por técnicas espectrais {(Harborne, 1958b).

£ frequente a glicosilacg3o na posiclo 7 e raramente nas
posigoes 37, 4" efou 57, pois, impedimentos estéricos
geralmente dificultam 3 glicosilagSoc nestas posigles
{Brouillard, 1982) . 0 mesmo autor afirsa que, nenhuma
antocianing apresenta a glicosilaclo nos grupos hidroxilicos
nas posigles %. 7 € 47 ac meswme tempo, pois um  dos  grupos
hidroxila deve permanecer livre em uma destas posigles, ja que
& essencial para a formaclio de uma gstrutura gquinoidal, também
chamada de anidrobase. @& estrutura guinoidal (Fipura 3} das
antocianinas ¢ responsavel pela pigwmentaczo de flores e de

tecidos de frutas (Jurd & Asen 1964; Asen gl al 1978, 1972,



§9758,. 1977; Gcheffeldt & Hrazdina 1978; Willians & Hrazdina,
1979}

O grupos wmetoxila e hidrowila, além da presenca do
agucar e do acido., tem um efeito importante na cor e na
estabilidade das antocianinas {(Tasbela 1}. & meswma antocianing
podera ter diferentes cores, dependendo de pH, da concentragio
da solugloc e da presenca de copismentos, entre outros fatores.
Com o aumento do numerp de hidoxilas, a coloracio das
antocianinas weuda de rosa pars azul. R presengas de  srupo
meboxils no lusar de hidrowxila, vreverte a tedéncia anterior
{Mazzax & Brouillard, 1¥87}).

A diferenga de cor entre as antocianinas aue sio
vermelhas 2 as desoxiantocianidinas que sio amarelzs, esti na
presengs do arupo hidroxila na posigho C-3 das antocianinas. A
mesma hidroxila desestabiliza a molécula, ums vez que, as 3-
desoxiantocianidinas 30 mais estaveis que as antocimninas
correspondentes (Sweeneyw B Yacobucci, 1983).

& presenca de us grupo hidroxila em £~5 e a substituiglo
em -4, estabiliza a forma colorida, impedindo a hidratac3o es
c-2, que levaria a formacio de espécies nEo coloridas
{Brouillard, 1982; Sweeney & lacocbucci, 1983). Gntocianinas
glicvosiladas em €-3 z um dado pH, possuem coloracio mais
intensa que as antpcianinas glicosiladas em 3 ¢ 5 e
glicosiladas em £-%5., Comparande o compovtamento do especiro,
Harborne (1987} e Timberiake & Bridile, (4%77), wmostraram que
3,5 di e S-glicosideo tewm spomente cerca de 50X de absorglo a
448 nm da antocianina 3-glicosideo e de outras rmntocianinas

livres.



# plicosilagio também afets s estabilidade do pigmento.
AsEi®, por exemplo, o lempo de seis vidas gtifai de uma
antocianing (cianidina~3-rutinosides! ¢ em tnrné de 55 diws a
temperatura awmbiente, em solug3o €,01iM de dcido citrico {(pH
€:,8). A correspondente antocianidina livre entretanto, tew
mein vida de arenas 12 horas {lacobucci & Bweeney, 19833, A pH
2.3 e 4.5, 3 estabilidade da peonidina e @alvidinag ¢
significativamente menor que.aeu correspondente  3-glicosideo
{(Ohta gf =al. 1983) . 05 mesmos autores afiveas que 3
resisténcia a hidrdlise acida da ligacho slicosidica ewm $-3 @
supostamente responsavel pela maior estabilidade destes
pigmentos., A presenga de uma hidroxila g -4 ou e C-7 na
molécula da antocianina, estabiliza significativawente o
pigmento, enquante a wmetilagio destas hidroxilas {(Tabela §)

reduz a sus estabilidade (Iacobucci & Sweeney, 1983).

TABELA £ ~ Efgita da Estrutura na Estzbilidade de Pigumentos a
25°C, em Acido Citvico 9,881 M, pH 2.8, {adaptade de
- Iacobucci & Sweeny, 19833

e e A v - o i s ot ek b e sk ke i i Ak, AL YL AR B WAl AL LAY A M A AR AT AR LA AR, PR AR AR SVER S UL AT e AR ek T ATLE W A T AR M Y AR LAY R, VI A U AT A S e

Compostos * man. ¢
{nm) {éiggk
F-hidroxki-4'-5,5",7 ~tetrametoxiflavilium SiE 0,04
2,4°.,%,5 .7 -~ pentahidroxifiaviliium 542 8.5
3,4°,8,5°,7 -~ pentametoxiflavilium 538 &
F~rutinose-4°,5,5 . 7-tetrametonifiavilium sie i3
d-rutinose~4 ,5,5 7-tetrahidroxifaviiium S5ie &5
47,858,858, 7-tetrametoxiflavilium 484 {76
47,8, 7-trihidroxiflavilium 247 408
47, F-dihidroxkiflavilium 458 ADE
A ~hidroxniflaviiium 436 489
4 ~metoxiflavilium 437 35
7hidroxkiflaviliaum 478 300
F-metonidrofavilium 427 a8
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A estabilidade da estrutura, determinante na colorasgio
das antocianinas, e influenciada pela presenca de grupos acils
iigados na posigikeo U-3 dos agtdcares {(Harborne, 1964; Sommers,
19668 . Antocianinags cow dois ou mels grupos acila, tem sido
descobertas (Saito g 1., 1971i; Asen gt zl, 1972, Du &
Francigs, 970 e ésen, 1976). Estes pilygmentos exibem exceliente
estabilidade numa amprla faixa de pH., Um destes pigmentos
acilados # a platiconina, isoladas por Saite gt al (1971} de
petuias de Platiscodon grandiflorusm. cujs estrutura fFoi
estabelecida por Goto, gt al (19837 como sendo 3-8~{&~0-{8 ~L-
ramnogiranesil)~-8-D-glucopirancosild-7-@{é4-@{trans-—4-90-{&-6~
{trans—4~@~{f-O-glucopirznosili-cafeoil)-E-D-plucopiranosil)-
E-B-glucopiranosil) delfinidina {(Figura 2.

Brouilliard (1982), sugeriu a possibilidade de uwmsa
interagiao hidrofobica eotre o anel de pirilium ¢ os radicais
aromaticos dos grupos acila, o que protegeria o anel do atagque
nucleofilice da égua, aumentande a estabilidade destas
antocianinas ., Brnuilfard sugeriu tambeém, <que a2 presencs de
dois grupos acila localizados zcima do anel de pirilium @
abaixe dele, poderiam estabilizsr & molécula dificultando sus
hidratacic. Por outre iado, as antocianinas monoaciladas nio
tem revelado est;biiidade de covr acentuada, sugerindo que, a
presenga de dois grupos ascila @ necessiaria  para uma  boa
retencan de COr Bm ®MEID &Q0080, # desacilacio das
sntocianinas, vesulta em uma iwediats descoloragio das mesmas
apds @ solubilizacdp ew weio neutro ou  fracamente scido
{Yoshitama, 1978). Yoshitama & Hagashi, {(1¥74), afirmam que em

splucoes aquosas neutras, as sntocianinas aciladas por acido
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PrtuBArico 5SRO0 mencs estiveis que saquelas sciladas por acido
cafeico, ademitindo que o% $rupos hidroxila vicinais do acido
cafeico prdem Ser impartantes ne estabilidade das
antocianinas, especialmente em pH acima de 3,9

# forsacio de pontes de hidrogénio, @ insaturaclo
adiciona]l na posicio O~ e £~3 da estrutura do complexo
formade, a forca eletrostatica @€ o efeito estérico, podes
gstar relacionados com 0% uenénismaﬁ de associacio gque induzem
2 uma malor estabilidade, as antocianinas aciladas {Scheffeldt

& Hrazdina, 1978; Hrazdina, 1974; Williasns 8 Hrazdins, 1979

Solucdes de antorianinas apresentas uma coloraglo
vermeiha mais intensas quando em pH abaixo de 3,@&. Guands o pH
¢ aumentado para a faiwxa de 4,¢ a 5,9, a colorascio verselha
tende a desaparecer. Aumentos adicionais de pH levas as
antocianinas 3 apresentarem uma coloragio arulada e estas,
ap5%s estocagem ou aquecimento, tornam-se amareladas (Mazza &
Brouillard, 1987).

Em wuma suloglo aquosa acida, podem existir guatro
formas estruturais de antocianinas em equilibrio entre si: a
base gquinoidal A, o cation Flavilium ﬁﬁ*, & pasgudobase ou
carbingl B e 2 chalcona § (Figura 33,

&  interconversio entre as quatro formas esta resumida

no  ssquema abaixg {(Brouillar & Delaporte, 1977; Brouillard,

ivges .
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FIGURA 3 ~ Transformacces Estruturais das Antocianinas en
funcio do pH {laccbucci & Sweeny, 1983,

e



Ka

+ fe . .
A oo 2 o+ H gaquilibrio acido-base
. Kh . (13
fH + HOH a8 + H equilibrio de hidratacio
Kt
B womme equilibrio tautomgrico,

cadeia-anel

onde ¥a, Kh, Kb, s3c as constantes de equilibrio para dcido~

base, hidratsgic @ equilibrio tautomerico cadegia-znel.

£Aa3
Ka = N aH+
CaH 13
£B3 {23
Kk = Bt Byt # & atividagde do ion Lidrdnic
+ {pH = -~ loyg aH+)
LAl 3
£Cl
Kt = ——
£Bl

Ho esquema (1), es condigles dcidas ha um equilibrio
entre as antocianinas na forma &H e B. com a existeénciz de
uma espécie transiente, & anidrobase A&, que ¢ usa estrutura
obtida pela desprotonacio do cation flavilium (Sondheimer,
1933; Timberlake & Bridle, 1946, 1947a; Harper, 1968; Jurd,
1943 e 1972a) SolugOes contendo pigmentos com pH scimn de 7,0,
nu em etevadas temperaturas, gradusimente mudam a coloragio de
tonalidade azul para amarela, como um vresuliado indireto da
formacl3o de chalconz L, wia fiss3o do anel da anidrobase A

{Hrazdina, 1974). & chalcona £, tem sido descrits tasbenr come

13



um composto nBo colorido (Timberlake, §988), entretanto =
forma ionizada da estrutura C ests associades 2 uma leve
tonslidade amarela, que nlo & estavel, tendendo s desaparecer
towm o tempo, dependendo do pH da solugdo (Erauiilarﬁp 1982 .

A guantidade rvelativa de cation (AH J, anidrobase
quinpidal (A, pseudobase (B) e chalcona (T}, no eguilibrio,
varia com o pH e com =z estrutura da antocisnina (Iacobucci gt
al, 19833, {(Figuras 4, 3, &6 & 7).

Segundo Mazzs & Brouillard (1987}, paras a saividina-3-
glucosidec em solugBo a pH abaixo de @,5, o cation aH"
verselho é a unica estrutura presente. Com o aumento do pH, a
concentragan de ﬁH+ decreste, pois sofre um ataque
nucieofilico da dgua, formando a estrutura do carbinol B que
existe em equiibrioc com a3 forma de chalcona L. 0 egquilibrio
entre as farmas ﬂH+; H+ e B & definido pelo valor de pkhza,é,
quando existes quantidades iguais de ambas as formas. Neste
pH, entretanto, tambem estio presentes pequenas quantidades de
chaleona L n3o colorida e, de base guinoidal & A proporcio
destas formas zumenta com a elevaglo do pH  gque produz  uma
diminuicio da forma catibnics AHQ, que desaparece ew pH = 4,5,
MNa faixa de pH entre 4,8 e 5.5, muito pouca cor permanecs na
solucio 4Ja aque as formas coloridas AH e A. ¥Ficam em
concentracoes bastante reduzidas. Acima de pH 5.5, somente a
forma guinoidal estd presente. Assim, 3 malvadins-3-glucosiden
ngo confere nenhuma pigmentacio s uma soluczo uue tenha seu pH
elevado de 4,0 para 6.6,

fomo © pkh para ¢ equiibrio entre a forwa catidnica

(aH'y e a poeudobase (B} de um glicosidens £ aproximadamente

i4



FIBURA 4 ~ Equilibric entre as FOormas ﬁﬁ*, #, Be & para 3
Malvidina-3-glucosideos em Fungiao do pH {Iacobucci &

Sweeny, 1983).

FIGURA 5% ~ Equilibrico entrg as Formas AH§, &, Be C para o
Cloreto-4°, 7-dihidroxi Flavilium em Fungzo do pH
{lacobucci & Sweeny, 1983F.
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FIGHRa & ~ Eguilibrio entre as Forsas &Hﬁ. &, B e € parx o
Cloreto 4 ~moboxi~d~metii-7-hidraxi Flavilium

{Brouiliard, i?&&;i

1,0
(%)
Co
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T
o, A 1 :
c
4
i
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i F -
. Py
]
2 3 4ok Pk & ou

FIGURA 7 - Eguilibrio entre as Forsas ﬁﬁﬁ, #, B e £ para o
Cloreto Aspiginidina {(Brouillard, 1¥82:.
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ums unidade de »H 3 wmenos que 2 do wmonoglicosideo, @
mulvadina-3,5-diglucosideo exibe sewpre uma menor coloragio
gue = w®malvadina-3-glutosidec nas mesmas condicdbes de pH.
Soluches de walvadina-3,3-diglucosideo sio essenciaimente
descoloridas acima de pH 4.9 (Brouillard & Dellaporte, E¥77).

# apigenidina {(Figura 7}, ¢& umsa 3-desoxiantocianidina
que existe ns forma de cation, na faina de pH de 8,8 a 2,0
passando @& uma mistura de formsas catidnicas, guinoidal,
chaleons ¢ pseudobase ew pH entre 2,5 ¢ 4,9, O cloreto de 4~
metoxi-matil-T-hidroxiflavilium existe somente na forma de
cition em pH abaixo de 2.5 e na forma guincidal ea pH acima de
5,8 (Figura &). & presenca de uma metils na posicio -4 da
sstruturs da Figura & e 8 presen¢a de uma hidroxila em (~3 da
apigenidina (Figura 7), sic supostamente a causa da glevada
estabilidade da coloragio destes pigmentos, ew solugdes
fracamente acidas, proximas a neubtralidade {Brouillard, 1982;
Sweeney & Iacobucci, 19815,

Timberlake (1980), afirma gue se nenhum fator de
estabilizacBo estd eresente pars sumentar ou preservar a
coloragio do cation flavilium ﬁH* ¢ da base asuinoidal A, como
acilacSo e copigmentagio, @ posibilidade de usar antocianinas
como corantes de alimentos seria bastante rewmota, ja que a
maioriz dos alimentos tem pH na faixa de 3,8 = 7,9.

0 abaiwmamento do pH para valores entre 1,0 & 2.2 en
sucps df morango € de framboeza, aumentou sensivelasente =
estabilidade das antocianinas caracteristicas de cads eproduto
(Meschter, 1993; Daravingas & Cain, 1968). Tinsley & Bockian

{19460), observaram um efeito estabilizante ewm pelargonidina~3-
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glurosides ow sistewss modelos subsetidas ao aquecimento, cCon
o abaixamento do pH da solucio.

Segundo Lukton et al (1¥34), a velocidade de destruicdo
da pelargonidina-3-glucosides., na presengs de oxigénio esté
diretamente relacionsda com @ forma de pseudobase B e,
inversasente proporcional 2 suantidade de céation Flavilius £
{Figurs 37.

Brouillard (1982}, estudando s cinética das rveacdes,
gbservou  que o aquecimento de uma solucSe de anrtocianina
deslocava o equilibrio para a forma de chalconas L. resultando
em um decrescimo das forsmas coloridas s’ e A Com
acidificacrio e resfriamento, 2 base guinoidal A ¢ a base
carbincl B eram rapidamente transformadas na forsa catidnics

ﬁﬁ*; mas, a mudanca da chalcona [ para B era relativamente

lenta.

Deawa (1982) afirma que se considerarmos a coloragdo
das antocianinas apenas em funclo de pH somos levados a crer
que a5 plantas ou parte delas, ni8c deveriam sevr enloridas uma
ver gue, na msaioria dos casos o pH natural dos vegetais se
encontra na Faiwa ligeiramente &cida para neulra. Nestas regiao
de pH, =2 maioria das aniocianinas se encontra na forsa ngo
colorida. Entretanto, © que se observa & que as antocianinas
1 encontram sempre associadas 3% partes celoridas das
plantas, indicando que #stas antocianinas deven gstar

eotabilizadas por fatores fisico-guimicos incomuns. & presencsa

i



de compostos chamados copigmentos pode ser um desltes fatores .
s flavondides nio antocifnicos, alcaldides, aminpacidos @
nucisosidens entre outros, podew atuar como copigmentos
{tabels 2) =, = propria antocianina pode agir copigmentando
outra antocianing.

Begundo agsen gt &l. (1972, Y copigmentacino de
antocianinas sob condicDes especificas, produz um deslocamento
hatocrdmics no comprimento de onda de maxima absor¢io e, uw
aumentoc da absorbincia na faixa visivel do espectro. Mazza &
Grouillard (19873, afirsam gque D mecanismo de associagio entre
2 antocisnina ¢ o copigmento envolve ligacfes de hidrogénio e
possiveis interagdes hidrofdbicas entre as wmoleculas.

A copigmentagido intramolecular é possivelmente
responsavel pela extraordiniris estabilidade dos cromoforos de
antocianinas poliasciladas (Brouillard, i9BLy, comD QLOTEE COR

extraida da flor de

{Saito £t 31, 1971}, tuja coloracin ¢ exclusivamente produzida
pelo pigmento em 51, SEN nephuma interferéncia de oulros
zgentes como Lons metilices e copigmentos. Os residuos
aromaticos de srupos acila se alinhawm com O anel pirilium do
cation Flavilium dificultando a adigio da agua em C-2 ¢ C-4 do
anel (Brouillard, 1981). Com a3 dificuldade para a hidratacio
da mplecula e, s aparente impedimento das reagbes de
trancferdneia de protons pelo processo de *empilthamento™ das
moléculas, & estabilidade das crompforos aumenta
censiveimente. Provavelmente, as forgas que 2EURE N0 ProceEsso

de "empilhamento” sejam forgas hidrofobicas.
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raBela & - Eaaxmggntagia da Cianidina-3d,b-diglucosiden
{(Exi® ~ M} s pH 3.32 (Asen gi al., 1972

s st

E:amﬁggntﬁ K. san. AFno max.  fumenic de &
{énig ~ M {ng) {nm} {nm} ab  max. (4
Sen ropigmenio 348 - #0088 -

ALRIMA

fureusiding 348 ¥ 2,135 g
MEALBIEES :

Cefeing %13 & §.599¢ i8

Brucine 4i2 £ 1,118 122
ANING ALIDOS

Atening 268 $ $,5e0 5

frgining 588 é ¢, 588 28

&cido aspastice %98 § $,.515 3

fAcide giutamico 580 ] $,%38 )

Blicina 588 % 8,545 ¥

Histidine b’ § §,.59% iy

Frolina 508 $ 8,625 23
ACIBOS BENZGICHS

fcido benzoito 549 i ¢, 598 18

&cido D-hidronibenzoico 509 4 #,545 g

Acido p-hidroxibenzbico 519 £ &5 19

fcide protocatesuico 5ig 4 8,615 23
LR IHA

Esculing Si4 & 8,638 &b
ACIN0S CINARICOS

&cide m-hidrowitinasico 543 ;) §,228 41

Acido p-hidronizinasico 513 5 668 3

dcido cateico _ 545 7 $.78% 5

frido ferulico 517 ¢ 3,588 48

icide sinapico 549 11 1,085 117

feido clorogénico 513 5 8,.87% 75
BIHIDRECHAL CORA

Floridizing 547 ¥ 1,885 1®

{+} - Categuing 314 & 8,8% 78
FLAVENA

fprgening~7 ~glucosideo 547 g 8,548 &8

feontinua ...}

£2¢



TABELA 2 ~ cont .

Lop1omanis man max . fi/ne max. Busenip de A
{huil ~ W ing} {nm} Y e max. (%)
Sew copigeenisn 588 - §. 568 -
L-8LICOSTL FLANORA
b-L-glucosilapigening {Vitewmnal 37 ¥ . 4698 &3
s-E-glucosilapigening (lsovitexasal S5 it 1,785 241
f{-glucosiigenkwaning {Swertising 548 KK 2,835 447
FLAVONONAS
Hesperiding : 34 i3 1,895 iy
Haringina 3 ¥ i¢ 8,984 g7
FLAVOMAS
¥zentersl 3-slutosideo XS e 1,693 2ay
Kaenferol d-robinobissiden F-ramnosiden hed ié 1,483 185
Guerceting Y-glucosidee isosuercilring) Se7 i 1,44¢ §31¢]
Gusrceting J-ramnosides {aperciiring} s$e7 i £.568 237
Guercetina I~galactosiden {hiperinal Sl 23 1,%i8 288
gusrreting J-rutinesiden {rulina) R L] 1,443 278
Guerceting 7-glucosiden %8 i# §,363 173
J-@-metilauercet ina-3-raanosides 38 28 §.97% 219

Ma Figura 8, e @mostrado o hipotetico mecanisso de
“empilhamento” que protegeria o anel e dificultaria o ataque
nuclestilico da dgum ns molecula do pigeento, uma vez que =
formacao do complexn deveria veduzir gsensivelments @
suretibilidade da antocianina 3 ag3o de hidrataglo da agua
(Brouviliard, 1982).

&s antocianinas monoaciladas nzo mostras uma grande
estahilidade, indicando gque somente um lado do anel pirilium ¢
efetivamente protegido, deixando livre o putve lado do  anel,
permitindo o atague da agua {(Hoshino gt al, 1986}

A copigmentacie intermolecular além do aumento da
aksorcic na regifoc do wvisivel tambem pode causar UM

desincamento batocrémico no comprimento de anda de maxiwma

a1



FIGURA B - Modelo de “Empilhamente” entre Doiz Residuos de
Acido Cafeics com o Macleo Pirilium (Rrouillard,

1833 .
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absorgso (asen gt al. 1971, Ooaws, 1982, asen, 1974,
Timberlake, 19886}

A formagio do ctomplexs antotianina-flavondide &  ums
tipica copigmentacae intermolecular ¢ a complexacio se 43 pela
formacan 4de pontes de hidrogenio entre o grupo carbonila da
forea aniﬁra&ase da antocianina e o grupo hidroxila aromstico
do flavanéide; 0 grande numerc de grupos hidroxilas ds molécala
flavondide fortalece a forsmacho do complexo. # presenca de um
grupo hidroxila em C~3 na wmolécula do flavondide e, a
naturezs do agdcar substituinte tem pouco efeito na reasgdo de
copigmentacio. O grupe hidroxila e £-95 do flavonoide sstd
fortemente ligado por pontes de hidrogénio ao grupo carbonila
em C-#4 ¢ tambem, nic participa da formaczo do complexo.

Apesar da insaturagao em (-2 & (-3 do anel
heterociclico ser um importante fator na formagio do complexoc,
#le nic & imprescindivel, uma vez gue flavonas aio possues
insaturaches gsm C-2 @ 0~3 (Figurz ¢ e Tabela 3} e {formam
romplexoss mails estiaveis que gutros, sugerindoe gue  forgas
eletrostatica e efeitos estéricos estio adicionalmente
envolvidos na reagio (Chen & Hrazdina, 19845,

0 flavonogides Fformam complexos com 2 wmaiorias das
antocianinas. 3 estudo espectral das transformagdes
estrutuyrais de antocianinas &, 235 propriedades do complexo
antocianina~flavondide, mostram que as mudancas no maximo de
absorgio @ na =bsorbincia das solugdes de pigmentos, sio
causadas pela estabilizacio da formaz anidrobase (fsen gb al,

1972; Scheffeldt & Hrazdina, 1978; Willians & Hrazdina, 1979).
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Rl 53 ﬁ& Ri a:i &é

FLAVING SLICASIDED {43

. dpigening 7-glutosiden H M 8 HEK § Blu
FLAVONDL 6LIEBSIDED £ FLAVONOLE (§}

_ fuerceting 3-glucosideo oM oM H g-8l¢ M H

. Guercetina J-ramnosideo 4 oM # f-Ram OH H

. Seerceting 3-rulinpsides i OH H G-Glu-Bam OH M

. fmergeting S ] ¥ 84 113 H
FLAVONORAS BLICDSIDEDS (2}

. Maringenina 7-nehesperidosiden H [ Slu-Raw

. Hesperina 7-rutinosideo OH e Blu-Rax
FLAVANONOIS £ FLAVARGIS (3D

. {4 -~ Eatequing L o
CHMLOONA GLICOSIDENS (4)

. Pancirina Lhalcona file-Ram
PERIVATIVOS BE FLOROBLUCINDL (5}

. Florogiucino} Y H
FIGURA 9 ~ Estruturas Bisicas das Flavonas, 2 Filgvononas,

fiavonois 2 Chalconas. (Clen & Hrazdina, 19841
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TABELA 3 - Formagio de Cosplexes Entre Alguns Flavongides
{4x1é M: com Malviding -3,8-diglucosiden (i8 M.
{Chen & Hrazding, 1981

v - e VO e e T R T e, ok A AL AAC ARaN AL T S TR VT T ST T AR i mAn i e i ki, i A Al AR A TS AR WA M WU e e T O i ke AL W AL U ST TR L R TR A VD S T s

Flavonoides A& » max. fbs A méw,
(nm}
Apisenina 7 - slucosides 3 1.9
puerceting 3 - glucosideo 1 i.48
GQugrcetina 3 - ramnosideo 2y i, 4%
guercetina 3 - rutinosideo : 3¢ i.52
Guerceting o8 1.67
Naringenina 7 ~ nechesperidosideo & 8,44
Cartesuins & #,35
Poncirina chalcona 29 2,43
Floroglucinol ¢ 8

e i ek P ok AR S PP PR . e D AR S P Aoy ey A A A A P T VI . Sl Al AR 1A T EPY MY T P i i G e o i e e Tk i o L AU AP T AT T e T S L i S A e s et

0 rcomplexo antocianina-flavongide pode ser dissociado
pelo aquecimentn, pela diluiclo com Alcool etilico ou dimetil
formamida {&sen gf al. $1972).

Um outro fator de grande importdnciaz na formagic do
complexc € o pH do meioc. O efeito do copismento pode ocorver
em wvalores de pH préximos de 1,9 até 3 neutralidade (Asen gi
al, 197¢). Segundo Yazaki, {1976), a malvina pode Jformar
complexo com a guercitina-glucosideo em diferentes condigdes
de pH. & pH 1,2, a malvina existe essencialmente na forma de
cition flavilium e, o deslocamento gue se observa no A max se
deve = interacio entre o cation dz malvina e o copigmento. Com
pH na faiwxa de 2,9 e 3,0, ocorre uma grande pervda de cor para

a malvina ¢ uma sighificante retsngzo de cor para a solugio
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rontends @3 antocianinag ¢ o copigmento.  Ainds sepundo  Tazak:
(19743, o copigments redur a produgio da forma  essudobase
rarbinol, aue e descolorida Em pH 4, 2 &,8, 3 solugso
eontendns apenas malving ¢ praticamente descolorida, o que nio
sCorre € L5m & sniugao antovianing~copigmentio, Qe &
ligeiramente colorida. E£sta faiwa de pH é favoravel a forsacac
da base guinoidal e, a retengio ds cor pela atuaglo do
copigmento seria consequéncia do decrescimo da guant idade de
sseudpbase carbinol ne solugBo (Mazza & Brouillerd, $987) .

& formscio do complexo & dependente da concentragio do
ropigmento e da concentragio da antocianing e, segundo Asen gl
sl (1978, & medids que se zumenta & relafso
copiomentosantocianina, aumenta 3 absorbancia da amostra €
aumenta o deslocamento batocromico do h max.

tstudando a formacio de complexo entre a cianidina-3,5-
diglucosides e gquercetina, Asen gl al {4978y observaram us
deslocamente batocrimico de 21 nm guando & croncentracio de
cianidina~3,S-diglucosiden era i@ﬂe ¥ e a razizo wmolar de
guercitina para aantocianina era de 3:1. Por outro lade, para
58 ohter um deslocamento similar do especivo em T
concentracio de 9 w 16} & 167 M de cianindina-3,5-
diglucosides, = razio molar do copigmento paras o pigmento foi
acrescids para 4:1 e 1@2:1 respectivamente. Seheffeldt &
Hrazdina {(1978), trabalhando com vrutina cowmo copigmento,
sugeriram gue, para uma dada concentragio de copigmento havia

uma correspondente razio wmolar de antocianinacopigmento,

Gtima para cada btipo de antocianina.
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Guando & concentracao de antocimninegs ¢ velativamente
alta, as antocianinas podes atuar como copigmentos de  si
wesme. Scheffeldt & Hrazdina (1978, demonsirarass gue solugdes
de antocianinas wulto diluidas apresentavam uma intensificacie
no aumento da coloracio, suands copigsentadas com rutinz, sas,
este aumento na absorbinciz era paulatinamente reduzido a
wpedida que se sumentava 3 concentracio da antocianina. Ainds
segundo Scheffelidt & Hrazdina {i978:. #nta mEnOT
disponibilidade de antocianina para 2 copigmentacic com @
rutina, pode ser atribuida 3 estabilizacho do cation flavilius
atraves da auto associacio das antocianinas guando presentes
em concentracdes mais elevadas.

Um estudo feito com malvidinag glucosiden, mostrou que 3
pH 3.2, & coloraglo da maividina 3,5-diglucosides aumentou 1§
vezres quando complexads 3 rutinz e, que a3 cor da malvidina-3-
glucodiden aumenipu apenas 41,53 vezes vezes em condigoes
semelhantes (1@m3 M de antocianina & 1,8 o i%ua B ode vrutinal.
Este fato demonstra o efeito do tiroc de antocianina
influenciando a copigmentacao (Scheffeldt & Hrazdina, 1978}
Para muitos pigmentos e copigmentos, hid uma razio molar Stima
entre eles onde a intensidade da cor e 3 suz gstabilidade sio

maximizadas {Jurd & Azsen, 1944).

Certos metsis podem formar quelatos com as antocianinas
{fAsen, §974) gue conteéem um sistema orto-dihidroxila. Os

guglatos ¥formsdos s30 complexos estaveis e coloridos numa
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faixa de pH onde as antocianinas normalmente se enconiram na
forma descolorida. Das antocianinas mais COoRMUns, Apenss os
glicosideos da cianidina, delfindina » petunidins formas
quelatos com metais (Asen, 1974). A formacio de compliexos
entre alguns ions metalicos trivalentes cowmo Fe+3 e ﬁt*S e as
antoclianinas, PpProvocam um deslocamento batocrdmico no maximso
ée_ absorgio do espectro visivel {Harbarne, 1973; Francis,
{977% . HNenhus guelato intensamente colorido se,farma gntre as
'@giuaianinas g fons metalicos bivalentes. Na faiwxa de pH enkre
4.8 ¢ &4,®, a cianidina-3,5-diglucosidec nio forma quelatos
gstavels coloridos com cobalto, niquel, calcie, wmagnésio e
baric. Por outro lado, Fe*g e ﬁi*z, formam complexns estaveis
g coloridos com a cianidina diglucosideo (Baser gt al, 194&6).
Asen £t al (1949), mostraram que o pH afets a coloragio de
quelstos entre o ﬁ1+3 e 2 cianidina-3-glucasideon. Abaixo de
pH 3.9, havia pouca ou nenhuma quelagio e, apenas usa mudanca
no brilho da cor da solugic. A medida gque se aumenta o pH de
3,8 para 4,8, a coloracic mudava de veramelho para viocleta.
Esta alteragao Ja era visivel com um aumento de apenas 6,1
ynidades de pH., Jurd & Assn (1986462, trabalhando cosx 2
cianidina-3-glucosides, wverificaram a ¥ormagio de complexo
estidvel e colorido com ions de aluminio e que o maximo de
formacioe do complexo ocorria a pH proximo de 5,5, Sistrunck &
Caskh (i978), estabilizaram a cor de polpa de morango pela
adic3o de sal de estanko. Wrolstad & Erlandson (1973),
observaram que a cor vermelha do suco de morangoe estabilizado
era mals intensa para o complexp Sn+*~cianidina, que para o

Fl

L3 2 s . ¥ .
complexo &n ~pevlagonidina-3-9lucosiden, Jda gue B
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pelargonidina € incapaz de se complexar com metais pois nio
possue oS grupos hidroxkila vicinais.

1113 meftais atvam gquelande as sntocianinms e® ums
estrutura gquinocidal estavel quando o pH se encontra na feixs
de 3,06 a &.9 {Nakayama & Powers, 9723, uma faiws comusm om
sucps de frutas., Embora os ions de Eﬁ**, Fe**4 e ﬁi*f§
proporcionen grande protegao e estabilidade pEYra A%
antocianinas do suro de morango, este efeito nido era benefico,
pela formagido de cor az2ul como resultade da {forsaclo de
complexns metais~taninos {Starer & Francis, 1973). Coffey 2t a3l
£498:), investigando a estahi}idade da ¢tor da ianidinz-3-
glucpnsides e, do extrato de framboezs na presenca de é1+++,
roncliuiram que, embora ocarresse a forma¢io do complexo metal-
antocianina, =a estabilidade conferida por sste complexo nio
era uma justificativa suficiente para ums aplicagio prética de
quelatos de metais com antocianinas, pois & complexsfao Com
aluminio provoca um deslocamento batocrdémice no pigmento,
alterando o padr3o de cor, levando z antociesnina a apresentar

uma coloracho de tonalidade azulada, n3o caracteristica de

alimentos,

Valores elevados de SQB prosentes em sucos de frutas
contendo antocianinas podem inviabilizar a sua utilizagldo como
preservativo uma vez aque pode atuar cComo agente de
descoloracio para os pigmentos presentes. Apesar disto, hi a

possibilidade do uso de solugio aguosa de 832 como um snlvente
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para extragio de antocianina dos tecidos de plantas, (Adams &
Woodean, (%973, Jurd, 1%84). SBegundo Jurd (1944}, seriam
ReCessarios spenas 5@ ppm de didxido de enxofre PRV
proporcionar uma estabilidade considerave] as antocianinas. O
efeito descorante do Sﬁg pode ser reversivel, bastando apenas
reduzir o pH do meio para valores proximos de 1,8 para
restaurar a cor das antocianinas.

fis antocianinas na sua forss de cation +Flavilium,
podes, rveversivelmente veagir Com SDE, formando um composto
incolor, o acido A4d-sultowxi flavanice (Figura 18b; Jurd,
19640} .

Be acordo com Brouillard & E1 Hage Chaine (198eb} e
Markakis, (1982a), os elevados valores para aﬂéanstante de
formacio do derivado antacianina~803, SUGRYTes quP UBR pequena
guant idade de 582 podera descolorir gquantidades significativas
de antocianinas. Timberlake & Bridle (19468), sugerivam que o

&0 pode se ligar ao -4 {(Figuva 19b) do 1on flavilium e que

24
qualquer substituinte nesta posiglo come € ©» rcaso das
catequinas @ proantocinidinas, dificultaria z formag3oc do

derivadn Sﬁawantacianina.

Stary & Francis (1968), wverificavam que as perdas de
pigmentos em suco de “"cranberry” aumentavam com o acrescino
dos niveis de oxigénio e de dcido ascorbico na solugio dé
antocianinas, e que o teor total dos pigmentos decrescis

sensivelmente durante a estocagem. A cianidina 2 2 peonidina
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HSO;

AH  + HSO, .

FIGURA 10 - Hecanismos de Atuncso do lon Bissulfito sobre as
Antocianinss, {a) Jurd {(i%é&4a}); {b) Timberlake &
Bridle {1948} .
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arabinosideos eram @uitc @ais sensiveis aos efeitos do
prigénio que a cliznidinzg e a3 peoniding galactosideos. Habib &
Brown (49542 e Daravingas & Cain (1985), também constataras
L & owigénio afetava a wvelocidade e a extensio da
descoloracho dos pigmentos vermelhos. Markakis gf a1 (19735},
trabalhando com antopcianinas de morango em sistemas modelio,
mostraras que a destruiclo dos pigmentos era mals intensa na
presenca conjunta de oxigénic e acido ascorbico, aquando
comparado com o efeito de apenas um dos fatores isoladamente,
sugerinde aue os compostos formados na oxidacio de acido
ascorbico, também sgem no processo de degradagico  das
antocianinas. Paravingas et al (19633, afirmaram que ©
origénie pode causar degradacio das antocianinas atraves de
owidacSo indireta, owxidando constituintes do mein capazes de
reagir com pigmentos, produzindo compostos de decomposicao

gecurns og compostos despigmentados.

Segundo Daravingas gb al (1963): Hrazdina etk al (19793,
adans ef a1l (i1973b) e Simard gf al (17823, a velocidade de
deagradag3o das antocianinas em sistemas maodeios e em  sistemas
naturais era significativamente influenciada pela temperatura
do processamento ¢ da estocagem. Markakis gk al i987),
reconendaran ¢ wmenor tempo possivel de aguecimento LF
ecterilizacio de vegetais, que deveria ser feita pelo sistems

HIST quando se deseja um maximo de retengio de cor., Adans gt
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Bl (1%73a), também mostraraw que 2 destruigio dos pigeentos ew
conserve d€ morangos era pequens durante o 2 processo  de
esterilizacio wtilizando sistems HYST, cosparado as perdss
prorridas durante o resfriamento £ subseguente estocages ew
temperatura ambiente.

Tensley & Bokean (196@), wmostraram gque a2 degradagio da
selargonidina-3~glucosideo seguia uma cinetica de ig agrdems %
sistema modelos, o mesmo ocorrendo com a degradagio da
cianidina~3~-glucosides (Wrolstad gf al 1979).

f energia da ativac3o (E ), (@,,) e valor de (Z), 3o
prarametros cinéticos utilizades para se determinar a3
infliudneciz da temperatura na degrada¢ao das antocianinas £ as
seguintes equagoes propostas por Lund (19733, poden sey usados

sara a determinagao de Ea,_z 2 Qia‘

2,383 . R . T . ¥

£ = i
z
N . 10°C
Z =
oy Qiﬁ
£a = Fpergia de ativagso (Cal/mol)l

& = Constante dos gases (1,987 Cal/mol/%K)

¥ = Temperatura em %k

?1 = Temperaturs i&a acima de T

i

- = Inclinagio da curva de destruig3o térmica.

rd

7 = HMudanga de temperatura necessaria para siterar o tesmpo de

destruicio térmica por um fator de 1@ (7C).
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velocidade da reagas (T + 48

G =

Velocidade da reagan 7

£m relacio a determinacio do valor de &iﬁ’ t.abuzra et gl
{1988), chegaram a sepuinte equacan:

g . BE
a

log @, & B
A T )

Ne estudo da cinética de degradacio das antocianinas ewm
frutos estocados a 10, 2@, 30 e 48°C, Tanchev (1983),
encontrou wvalores de Ea = 16,4 Kealrsmol; Z = 24,5%C e éi@ =
2,5. Para frutos aquecidos a temperaturs de 78, 88, 98 e 108°C
os valores encontrados foram Ea = 23,8; £ = 27,5"C ¢ Qi% = 2.4
respect ivamente. Estes resultados segundo Tanchev (19832,
sugerem que a cor das antotimninas € mais estavel sob
condicBes de processamento que sob condi¢bes de estocages, o
gue foi atribuide a possibilidade de uma reagzo de
rondensaclo, com consequente ausmento da concentragBo dos
pigmentns poliméricos em funcio da temperatura & do tempo de
estocadgen.

Segundo Markakis et al (1957, antes de ocorrer a
hidrélise da  lioac3n glicosidice, o anel heterociclice da
pseudobase se abre para formar uma chalcoma descolorida
tFigura 11). Este mecanismo tem sido mostrado compo dependente
de temperatura. A&dams (1972, 1973a, bJ, wmosirou que para
valores de pH entre 2.¢ ¢ 2.9, o aguecimento das antocianinas

provoca primeivamente a hidralise da ligac3o glicosidica para

depois formar a chalicona, com subseguente formacSo de
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. ‘

{ p)

FIGURA {4 - Mecanizmos de Degradagac das Antocianinas Proposto
por (&) Markakis gt a1l (19573, ({b) aAdams (1978;
1973a,b}.
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d~dicetona (Figura 11, Hi evideéncias de que 3z hidrolise
glicosidica das antocianinas era a princieal causs da perds de
cor do pigsento, uma vez que a velocidade de formacio de
agucar livre era proporcional a velocidade de desaparecimento
da cor vermelha das antocianinas (Adams, 1978, 1973b).

Sepundo Markakis (1982a), a reacio de equilibrio entre
as formas de antocianinas tende a ser endotérmica, da esquerda

para & direita no esquema de Brouillard (1982):

TS *» (anty o (B = (D)
BASE CATION BASE CHALCONA
QUINGIDAL FLAVILIUM CARBINDL

Estudando a cinetica dag reagoes durante o aﬁueci&entn
de solucdes de antocianinas, Brouillard (49828}, verificou gque
havia um deslocamento do egquilibrio para a formacloc de
chalcona (£), resultando num decréscimo nas formas coloridas
da base quineoidal (A e ion flavilium (an™y . Com 0
resfriamento © acidificacio, as formas 48} e (B} eram
rapidamente transformadas na forma catidnica {éH*}, mas, =B
mudanca da forma chalcona (C} para {B) era mais lenkta que a
reacdo inversa. Como o cation fFlavilium (QH+) tem sido
utilizado para quantificar as antocianinas, Markakis {(i982a)
sugeriu que se os tempos entre o aguecimento da zolugdo & as
anslises quantitativas n3o forem suficientemente longos, 0%
regulta§aa dos estudos dos efeitos de tempevratura podem ser
incorretos, uma vez que parte da chalcona (L) poderia nio ter

sido ainda transformada em cation {ﬁﬂ+) {Brouillard, 1987},
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3. MATERIAL E METODOS

3.4. Preparacio do Extrato de éntocianinas

Um gquilograma de inflorescencias de capim govdura
{Melinis minutiflera’) colhidos na regizoc do Distrito de Barao
Geraldo, Municipio de Campinas, 8P, foi macerado com
suficiente volume de acido cloridrico @,03X em metanol, pava
cobrir todo o material solido. & maceraciEo foi feita a 25° +
2% durante 24 horas so abrigo da luz seguido de Ffiltracio em
pano fino e uma prensagem do residuo, gue ¥foi submetido a uma
nova extracio. 0O extrato assim obtido, §foi centrifugado a
2.000 vpm e concentrado sob pressio reduzida 3 temperatura de

8 . 30% ats aleancar um teor de sglidos de aproximadamente

35
S¢%. Em seguida a clorofila sxistente no extvato fni ewtraide
com gter etilico.

0 extrato aseim preparado foi armsazensdo sob nitrogénio

, o , o
ao abrigo da luz 3 ~-48C para posterior uso durante a exeCufap

das etapas seguintes do trabaltho,
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& agquantidade de antocisninas (mp/ 1888 no extrato

concentrado foi determinsda pelo metodo de Fuleki & Francis

{1948} .

0 extrato obtido em 3.%.. foi purificado (na medida das
necessidades), pav cromatogratfia om coluna ds PUP
(oplivinilpirrolidona} preparada conforme teécnica descrita por
Wrolstad & Struthers (1971). Foram usadas colunas de vidro de
30 cm de comprimento por & cm de diimetro, contendo PUP  até
uma altura de 80 cm, com capacidade de absorcac suficiente
para a separagioc de 19 ml do extrato roncentrado. & coluna foi
desenvolvida e eluida com metanol: agua (70:3@) com 9,81X de
HOL .

&5 zonas com melhor resoluclo e que apresentavan  uma

maioy intensidade de cor foram eluidas 2 recolhidas

separadamente constituindo as fragpes Fi1 & FE.

3.3. Purificacio das Fragfes

As fractes F1 e F2 (3.2.) Foram cromatografadas
separadamente em papel Mhatman n® 3 e os cromatogramas
desenvnlvidos com HCL 1X. A regildo central da banda unica
recultante, foi eluida com metanol e, apds concentragan a as°c
apb pressio reduzida, foi recromatografada em papel Whatman o
{. 0Os cromatogramas foram desenvolvidos com BAU {n—-butanal-

jeido acético~agua, 4:1:2). Duas zonas, & e B, foram eluidas
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sepparadamente com metanol e concentradas sob presspo reduzida
a 35°c. A pureza e isualdade das duas fragoes Fi e F2 obtidas
na ¢oluna de PUP (3.2.) e das bandas resclividas pls
ceromatografia es papel utilizando BAW como soivente, foi
verificada por cromatofrafia em papel Whatwan 3MM com os
seguintes solventes: BFW (butanol-acido formico-agus,
15:2.5:2,4) 2 AWH {acidpo aceticp-agua-acide cloridrico,

15:82.33.

3.4. Hidrolise Acida da Zona & Purificada

A hidralise acida da antocianina da zona A foi feita de

acordsn com o metodo descrito por Du & Francis {1973},

O0s agucarss livres, resultantes da hidrolise, foras
identificados por cromatografia em papel UWhatman an~i,
utilirands como padroes, solucpes puras de glucpse, ramnose,
wilose, manose, ofalactose, e arabinose. ©Os cromatogramas,
foram desenvolvidons com acetato de etila-piridina~agua,
(8:2,1) @ BAM (4:1:8) & a revelagio foi feita com solucso de
p-anisidina-acido ftalico preparada conforme descrito por

Zweia & Sherma {178B4).
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A& solucic contendo 3 aglicona sepavada 408 ROUCRYES
{3.4.) foi concentvrada 3 vacun, para eliminar parcialmente o
residuc de alcool n-amilico ¢ posteriormente, vresolubilizads
ew metancl. & solucio de antocianiding foi cromatografada em
papel Whataan n2 1 com us solventes BAW, @&WH, Forestal. Os
valores dos RF¥ foram detevaminados e comparados com os valores

fornecidos pela literatura.

3.5, Hidrolise Alcalina da Zonas & Purificada

A hidrolise alecmlina foi  feita de acorde cos 3

metodologia descrita por Francis (19827,

0 extrato eféran da hidrdlise alealina (3.8.) foi
submetido a cromatografia em placa fina de celulose juntamente
com amostras padrip dos acidos: cafeice, cumiarico, ferilico,
sinapico, malico e cindmico.

As placas foram desenvolvidas respectivamente em TAE
(tpluenc~acide acetico-etanol, 15:3:4y = BaAMW (&6:1:287 e
revelados com solugio de FeCl3 canforme 0 metodo descrito por
Bobbio gt al (1782}

s acidos obtidos foram submetidos @ cvomatografia
liquida de alta eficiéncia utilizando um crvomatdarafo (6,

modeln 488 C, detetor UU~C6 430 ¢ integrador-processador LG
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38¢, nas seguintes condigoes de operaczo: coluna RP-18, fluwxo
de 1.5 ml/min, comprimento de onda de 354 nm, volume injetado

de 20 rl, solvente acetonitrila-acido zacético-igua (18:2.8@}.
Solugpes padroes de acido cafeico e de acido cumarico foram

utilizadas para a identificacio.

3.4. Hidrplise Contvolads

A hidrolise controlada da solucio metanplica da zona A
purificada obtida em 3.3., foi feita segundo metodo
preconizado por Francis & Harborne {1%64). Amostras da solugio
hidrolizada foram retiradas com 8.4, B, 12, 18, 26, 36 e 48
minutos de reagao £ cromatografadas es papel Whatman S 1. 0s

cromatogramas foram desenvolvidos rvespectivamente en Bau

{4:4:2); HCL 1¥ e AWH (15:B2:3).

3.7. Sepavacan. . das Antocianinas e dos

ntocidnicos por HE

Pars a sepavacao de antocianinas, por HPLL utilizaram-
6 rondicces semelhantes aquelas descritas para aridos
{3.5.4.), no comprimentn de onda de 528 nm & com solvente
metannl-icido acotico-agua (P@:9.4:7.4). Du flavongides ai0
antncisnicos foram separados utilizande o solvente MeDH: HU1 a
286 nm comecando com a proporgao 85:.48 ate chegar em 15:835,

apds 5@ minutos, com fluxo de 1,9 misminuto.

41



A reacio da antocianine com o clorete de aluminie
(ﬁ%tigi foi feita conforme tecnica descrita em Geissman gt al,
{19533, para se verificar a existéncia de hidroxilas vicinais.

A Teapan Lom “HS foi teita submetendn o papel contendo
a5 antpcianinas, aos vapores de RH, durante 3 minutos segundo

3
preconizado por Harborne (1947).

3.9. Estabilidade Comparativa Entve as Fracges de Antocianinas

A estabilidade das fragoes Fl e FE foram determinadas
em solucio tamp3o citrvato/fosfato a pH 2.8, 3.2 ¢ 4,9. Es cada
pH  foram usadas concentragdes de pigmentos suficientes para a
obtengio de leituras de absorbiancia inicial entve 0,882 e
&,569.

As solucoes de antocianinas a pH 8,8, 2,6 ¢ 4,6, foras
distribuidas (5 ml} em tubos de ensaio de 15 ml cowm tampa
rosaqueavel e vedadas com teflion. Cada tubo fol imediatamente
submetido a um fluxo de nitrogenio por i3 segundos e fechado.

Metade dos tubos foram deixados no escuro e s demais
tubps foram expostos a luz de lampadas fluorescentes de 40 U,
2. 5086 LUK, guavdando uma distincia de 16 cm entre a lampada e
as tubos. Todos o0s tubos permaneceram e&m  amblente com

temperatura controlada de 25% A
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A cada 24 horas foram tirvadas amostras  para a
determinacioc do espectro (35@ a 450 nm) e a leitura das
absorbincias no cosmprimento de onde de maxima absorgio.

i Guadro 4, resume as condigpes utilizadas para o
estudn da estasbilidade da fragio Fi no pH 2,8, 3.2 # 4.2 e

estas mesmas condigbes foram usadas para a2 fragdp F2.

GUADRD & -~ Resumo das Condicfes Experimentais Usadas em 3.9.4%.

w—m«nﬂw”—“_—“—»mwm-"ﬂm»-m—--.w——----_m”—_»u-—-——._-\-uummm——_mmu‘-“——_m«m””m—w—-—

amostra pH Holugio Unlume Solucio ambiente
Extrato Extrato {(ml) fuz/Encuro

i 2. ] lux

2 2,9 5 luzx

3 2.8 5 fuz

4 2,@ 3 luz

5 2,8 S escurs
4 2.9 S eECUro
7 2, ot ESCUro
a 2,0 5 escuro
9 3,8 5 juz
19 3.9 3 iuz
it 3,9 5 1uz

i 3,9 b Jux

i3 3,0 b EBOUTD
i4 3,0 5 EGTUrn
15 3.9 5 gscurp
ih 3.2 b} pECUYD
i7 4,8 5 Tuz

if 4,8 S tuz

ig 4,@ b’ luz
2@ 4,9 3 tuz
21 4,0 S eneCurs
ee 4,9 3 escurn
23 4.6¢ 5 eSCUYD
24 4,9 5 esLUro

MﬂﬂW—M”—“mm—ﬂ_ﬂ—#uwwn—ﬁm“wwm-ﬂ——f—ﬂnh-:—#ﬂ»”“#ﬂimuﬂwmh”ﬂ“w-—“ﬂwmw—‘mmmw#m—
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As antocisninas das zonas A 2 B foram solubilizadas em
tampio citrato/¥osfato a pH 2.9, 3.8 e 4,6 ¢ asx condigpes
ewperimentais usadas {foram as mesmas daquelas descritas esm

3.9.1., cujo resumn pnde ser visto no Gusdro L.

Para este experimento foi utilizade e “Extrato™ obtido
em 3.4., diluido em tampio citrato/fosfato 2 pH 2,9, 3,8 & 4,0

g a experisncia conduzida segundo a metodologia  descrita es

a.2. 1.

3.19. Efeitp da Ruytina em

Foi wutilizada uma solugio de vutina (500 mg) em etanol
99% (56 ml}) (Poeli & Wrolstad, 1981)., e 4 g de extrato de
antocianinas (5,8%) obtido em 3.4., em 25¢ ml1 de taapso
citrato/fosfato (Shrikhande & Francis, 1974}, a pH 3,0,

4 solucdo de vutina foi adicionada & solucdo de
antocianina nas proporgoes desgiadas, e apos £ horas e
repouso no escuro, foi feita a leitura da absorbincia no
comprimentno de onda de maxima absor¢Ro, determinado pelo
sspectrn obtido entre 350 o 706 nm. O Quadrn 2 resume as

condicoes ewperimentais utilizadas.
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QUADRO & -~ Resumo das Condicdes Experimentsis Haadas e 3.16.

Amustra Solucap de Extrato Rutina em #lcool
de Antocianinas (m}) Alcool {(ml} {ml}
Branca 10 (9,28 meox e <0y 5
A i@ i (19 agi» 4
B i¢ 2 {28 mg) 3
£ ie 3 (30 mg? 4
b 1% 4 (4% mg) i
E ie 3 (35¢ my) @

m*“mnwu——mn_umu*—-m-—-mh-.-.¢-.-_.-uu—,-mw—.n..m..—m.u—..-—-..-—..wmn.mumw__wmw—mmu*m—-wmw

¥ - 0 valores (mg} referem-se 35 guantidades de antocianinas
# de Rutina em 10 ml de snlugio.

ing de Rutina Sobre asg

Antocisninas

0 efeitc da solucio de vutina solubilizada em NaDH
&,6018 W (Willians & Hrazdina, 19793, Foi avaliado utilizando
o mesmo procedimento usado no ensaio anterior €3.40.). A

condigbes experimentais estlo resumidas no Quadro 3.

3.12. Efeito da Adicio de Acido  Tanico & Solucio de

i

Z i

Antocianina

Foram adicionadas quantidades crescentes de arido

tdnico a 199 ml de uma solu¢lo contendo 4,5 g do extrato de

antocianina (3.1.) em tampio citrato/fosfato a pH 3.8
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QUADRD 3 ~ Resumo das CondicBes Experimentais sadas ew 3.11.

Amostre  Soluglio de Extrato Rutina em
de Antocianinas NallH &, 8014 N NaDH @,00614 W
{ml} {m]) {ml}
Branco 10 (9.28 maix 0oy s
# ie 1 (1€ ampin 4
B 19 2 {20 wmg) 3
C 1¢ 3 (30 mp) 2
B 19 4 (40 mg} i
E 19 3 (50 mg) @

SR AL i S T TR L A e Sl Wl e} sy ok R L AL SRR VR Y AR VR s K i T U ML L e W v i T T P, T AU S, S AL YO i P A - VAR AAE RE- Fi s e e i, S e b R

* - mg de antocianinas e de vutina em 10 ml de soluclo.

Apos a adiglo do acido, as amostras Fara&.deixadas no
escure por 2 horas, numa temperatura de 25 % 1%c. fecorrido
gase tempo, foram feitos os espectros de absorcis entre 350 a
780 nm. Apogs z leitura inicial da absorcie no comprimento de
onda maxima absorgio, as amostras foram mantidas sob efeito de
juz (3,?.1.} a tampefatura de 25 + 1°C durante 15 dias, com
leituras de absorbincia aos 7 dias ¢ aons 15 dias. 0 Quadro 4

resume as condicdes ewperimentais uwbtilizadas,

2.0, 3.¢ 8 4,8

Foram preparadas solucdes contendo 1 g de extrato de
antocianinas (3.1.) em 460 ml de tampio citrato/fosfatn a2 pH
2.8, 3.6 & 4,8, A sstas solugSes de antocianinzs  foi

adicionado acido t3niceo aen concentracGes crescentes,
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GUADRD 4 ~ Resumo das Condicoes Experimentsis Utilizadas em

3.42.
amostra Soluglo de Extrato Acido Tinico (mg)
de Antocianinas (ml)
Branco (P)  tee <87 % e
A 100 iee
B 180 o8
€ 108 4006
] 108 {006

A ke A A Al S iy Ral i Akl WAk MR, A R A Mt AR i o A A e i, S i A M A o AL Alll Ak Wity bkl i e (e ek bl Pl by s Y e AP VPP TP T TR T A TERE S A AL AT AL AREL e i S

* - mg de antocianinas em 180 ml de splucio.

A determinagao dos espectyos de absorg3c para s ampstras  foi
feita mno intervalo de 330 a 700 nwm apos deixar a solucio em
repousg  por  duas horas no escurn. No  Quadvo 8, est3o as

condicfes experimentais utilizadas.

Antocianinas em pH 2.8, 3.0 ¢ 4.0

Para se estudar o efeito do acido tanico (80 mg)
adicionadaos em diferentes soluches de extrato de antocianinas
€3.4.}, disspividas em 166 ml de spluclo tampio
citrato/fosfato nos pH 2,0, 3.€ e 4.6, {foram utilizadas as
condicpes resumidas no Suadroe &, Antes de se fazer os
espectros de absorgin, ns amostras parmangceram no 25CUTr0 FOY

&

duas hovas a uma temperaktuvra de 235 9+ 704, LOHER RS

ewperimentos anteriores.
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QUADRO 3 - Resump das Londigpes Experimentais lUsadas em 3.42.

e

s

Tratamentos Solugan de Ewirato de Antocianing (si) Acids Tinice {ag)
pH 2,9 el 3.4 pH 4,8
P28 ie (5,8 mgie - - #54 o
H i$ - - 42
2 i% - ~ 8%
3 i& - - izé
B~ 3.4 - 1§ 5,8 wg)w - 206
i - 18 - 49
? - id - £
3 - 18 - 126
§ - ;:e T - 18 (5.8 ag)x 809
H - - ié 18
2 - - id g
3 - - i9 29

8 ~ branco N
@mg de antocianinas em 1@ al de solugao.

*
f
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QUADRD 4 -~ RAesumo das Condigtes

3.14

A .l .o g . o [,

Ewperimentais

pH Soiucan de Exiratn de Antoriasisas

8,5 1,8x
{nl}

§,5%

2,84

wtilizadas e

PR SAR A L ALl Ml b e e oy 1 V0

frido Tanico
{my)

.8 18 (2,9 -
i9 -
- 18 (5,8
- 12

33@ 16 -

§.8 ié -

18 (8,7)4%

1é
i@

{11, 4 %

L
o4
Uil
Be
o
ge
3@
8o

de
88
e
a6
éd
8
]
Be

]
31
&b
88
@
B¢
o6
Ba

* - Uplume em wml de solugzo de

extrato

de

diluidas em 109 m! de tampio citrato/fostato

antocianinas

#% ~ {mgy de antocizninas em 1€ ml de soluclo de extrato.
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3.15.1.

Para este estudo foi utilizade uma solucac cowm 4.5 g de
extrato de antocianina (3.1.), dissolvidas em 162 m] de tampio
citvrato/fosfato a pH 2,0,

Em cada tubo de ensaio utilizade, contendo 1¢ ml de
solugio de antocianina foram adicionados ¢,001f m) de soluglo a
5% de sorbato de potassio para prevenir o deseavolvimento de
fungos. Em uma parte dos tubos foram acrescentados BO mg de
scido t3nico seguido de agitacio e posterior repouso no gscuro
par duas bhoras. bUma parte desses tubos foi colocada em  um
suporte em +¥ila dupla, posicionados entre duas I13impadas
fluorescentes de 48 W, 2.50¢ lux, correspondente a luz do dia,
8 uma distancia de 10 cm dos tubos, .prategidns de gualguer
outrs fonte de luz, & a uma tempevatura de 20 % g%. o
restante dos tubos contendo acido tanico, permangceu na mesma
temperatura, no escuro.

0s tubos de ensaio 208 quais niEo foi adicionade acido
tEnico, tivevram um tratamento igual ao descriteo acima. Todos
o5 tubos de ensaioc antez do fechamento, foram submetidos s um
fluxo de mitrogenio por i3 segundos.

& determinagio do espectro de absorglo (350 a 450 nm) e
a leitura da absorbancia ne kX max., foram feitos em
triplicatas a cada 84 horas. O Quadrn 7 indica a distribuicio

dos tubos de ensaip.
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QUADBRD 7 - Resumo das Condicges Experimentais ems 3. 4%.4.

Solucso de Extrato Acido Tanico Nitrogenio Luzr/ Namero de
de Antocianinms {mg) Escuyro Tubos
# pH 2.9 {(ml)

Al e AL bt i S AL AR U A A R RS e A S L S WAy S ik LY A L Al Al Al L e S A SRS ik ek Bl e by i e i s Tt o Wi Hov e e T e ek W e v e e ke i e e i v e

19 (8,7 mg)w B8Y + luz 2e
ie ge + BRCUYD ce
14 - + iuz a0
i@ - + BECUrS £0

Foi utilizada, uma solugio contendo 1.9 g de extrato de

antpcianinas (3.1.), em 109 ml de tampBo citrato/fosfato a pH
3.8,

As condicdes experimentais utilizadas foram as mesmas
daquelas descritas no item anterior (3.1i5.1.), resusidas no

Guadro 8.

GUADRD 8 ~ Resumo das Condicoes Usadas em 3.15.2.

i e AL A B PR T S M e S e ke sk Ao Bk Mok ek ik e el sl WA A U T AL LS AR UL S W M ALK VRS AV A Al AL LS VA A LAY WA VN WK AR A NS PR LA BN AL U TR S AT W e s e

Solucio de Extrato Acido Tanico HNitrogénie Luz/ MNimeroa de
de Antocianinas {mg} Eacuro Tubhos
g2 pH 3,0 (ml}

. Hm e WAL W T RRR R A e TR S . e o . ko v ikl ke iy bk A S b Akl W AL Wk AL Ak e . hobd b b A N b b ] A A W SR A AL AL N B A SR e S S AR Ak

i9 (8,7 mole =10 + luz Fad
1¢ B8O + SSCUNrD 2%
i9 - + lux 26
1@ - + BECUro 2e

e ol ol kL W B ST M VT Tt e e i . o e e ke el e o ke e i, o b mhm ook b ey . L hivhe A TARY ke W W S i e i e o i e W TR SR e VR A R TR M

# - {mg) de antocianinas em 1@ ml de snlucio.
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3.45.3. Efeito da Luz Sobve as Antocianinas ew pH 4.0

Foi wtilizada uma solugio contendo 1.5 g de extrato de
antocianinas (3.1.}), em 100 m]l de tampao citvratoe/fosfato a3 pH
4,8. #As condicops ewxperimentais foram as mesmas dagquelas
descritas em 3.185.1., € 3 distribuican dos tubos ests resumida

ng Guadra Y.

GUADRD 9 ~ Resumo das Condighes Experimentais Usadas em 3.15.3.

b et b e it o bl it b el e ik b, i Aok A B A AL A AR MM il A AL Al Y AR BAR A AR ARE ek UAR B S Ak MM UM L AR AR SN GRS A AV B SAAL T AR ki bl Sk A i ok ek i s ik . ok

Soclucio de Extrato Acido Tinico Nitrogenio Luz/ Ndamero de
de Antocianinas fmg) Escuro Tubns
2 pH 4,¢ (ml)

S W A LA LR L S R LR T W e fewir 4 i e A s ek Mk AR AL R AL UL S AR S AR WAL VN A S R TS AR S PR e T W T ey e s sy i bk Ty b b o et e e e e b e e

16 (B,7 mgir# 53] + Tuz £

16 8e + BSCUYrs 28

id - + juz 2@

1% - + BPECUTD 2e
* -~ {(mg) de antocianinas em 10 ml de solugso.

3.44. Efeito de Luz e Oxigenio Sobre as Antocisninas a pH 2,0,

3.0 &8 4.8

Saiugéas contendn 1,8 g de extrato de antocianinas
{3.1.3, em 1686 ml de tampao citraton/fosfato a pH 2,9, 3,2 e
4,8, foram utilizadas para este expevimente,

fis condigoes experimentais utilizadas foram as mesmas
daquelas descritas em 3.153.4., alterando-se apenas a atmosfera

interna dos tubos de ensaic, gque neste caso foi mantida com
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saturacio de oxigénioc atraveés de um fluwo do gas antes do
fechamento dos frascos.

0 OQumdro 19 indica = distribuican & & composican dos
tubos utilizados para as saluches de antocianinas a pH 2.6,

3.¢ e 4,8,

Foram utilizados frascos ambar de 40 si1 providos de
tampaz de borracha autozelante e lacre de aluminio e em cada
frasco foram adicionados 46 ml de uma solugiko do extrato de
antocianina (3.1.%, na concentragzc de 15 mg de extratosml de
soluglo, sreparadas em tampao citrato/fosfato a.pH 2.9. A
metade dos frascos, adicionou—-se 328 mg de acido tdnico. Todos
os {frascos antes do fechamento foram submetidos a um fluxo de
nitrogenioc. Apbds repousc de duas horas a temperatura de

&5 iBC, foram determinados os espectros de absorg¢iae (350 =a

58 nmY e o5 wvalores de absorbancia no comprimento de onds de

GUADRD 19 -~ Resumo das Condicoes Usadas em 3.14.

e ey e A A A S Y e e Al AR it WA e e i ik Mk VAL A, AR MV PR T T ek S e e sl LA ALAL RS AR ML A TR S e e iy el MM LA M LS SRS S S WM Ty A e e e sk g s

SoluciEo de Extrate Acido Yinico Nitrogénio Luz/ Nimero de

de Antocianinas {mg} Escuro Tubas
{ml)
e 8,7 madx sa s z 20
i@ 23] * BECUYD 29
i1d - + Tuz 26
19 - + BECUYrG 29
¥ - {mg)} de antocianinas em 19 ml de solugdo.
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maxima absnrgzo. A vetirada das asmostras fpi feita, com
auxilio de uma sevringa tomum de injegso, sempre substituindo o
volume de amostra retivado para leitura, com igual volume de
nitrogenio.

Apps a leitura inicial, trész dos ¥rascos contendo as
antocianinas adicionadas de acidp tanico, foras colocadas es
banho termostatizado & 35 inﬁ,ibc e protegidos d4a luz. Us dois
frascos restantes, foram santidos sob refrigeraczo a 3 3_1“2,
0 mesmo procedimento foi feito com os fracos que continham a
snlugan de antocianinas, sem a adig¢l3o de Acido tinico.

A leitura das absorbancias foram feitas duas wvezes ao
dia durante um periodo minimo de sete dias.

Tados os procedimentos descritos neste item, para pH
2,8, foram repetidos para as solugpes de extrato de
antocianinas solubilizadas em tampZEo a pH 3,0 e 4,6.

1§ Guadra 11 resgme as condicoes gxperimentais
utilizadas para a temperatura de asc.

Todos o8 procedimentos descritos neste {tem (3.17.},
foram repetidos para as temperaturas de 45° e 55°C e as

condiches experimentais estio resumidas no Guadro (4.

3.48. Efeito do Fe = (FeCly)

s . . b
Para se verificar o efeito da adicl3o de ions fFe

sophre a estabilidade das antocianinas, foram prepavadas
solucBes contendo 2 9 de extrato de antocianinas (3.1.), en

1606 ml de tamp3p KCDIAHMEL 3 pH 2.0, 3,0 @ 4,90,
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GUADRD 41 -~ Resumo das Londicoes Experimentais Usadas em 3.17.

e Ve ek A i Sk i Mo A AL A S A S R A W W U A L R T b ek S el WL A e b AT RN MR TS L AR VAR A VS S TS A AL R TP L GG S AL S SR FA S s Al e

pH Snlucso de Ewtvato de Acido Tanico ?aapegatura
Antocianinas {(ml) {mg) {°C)
2.9 49 (34,8 wmgIn 3c8 35
2,8 40 326 35
2.0 49 J2¢ 35
N 48 Je6 3
2,9 49 3C0 3
2.9 4@ 35
2,8 42 35
2,8 40 hC 1
2.8 406 3
2.9 49 3
3.8 46 30 35
3,8 40 326 35
3.e 44 328 as
3,0 40 326 3
3.9 4@ 326 3
3,¢ 49 35
3, 49 35
3.6 40 35
3.2 40 3
3,9 4@ 3
4,8 48 326 35
4,0 49 3z as
4,6 #40 350 35
4,6 40 3Ze 3
4,9 48 326 3
4,8 43 35
4,8 49 33
4,0 40 3%
4,8 49 3

e o v i e i s vt . e -l AL A AP T e e el St PO P T iy A AT T S e A JAAF e M e e Mk e AR AT LA SRS T T A A AR I VL (T U e ek i Sl s e e s

¥ - {mg} de antacianina em 49 ml de sclugio.
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& solugio contendo antocianinas ol colocada em  tubos
de ensaio, acrescentando em parte deles, o acido tanico
(B8O mg). A todos os tubos adicionsu~-se volumes variaveis de
uma solucao de FECIS, contendo 1X de Fe & . A ums das amostras
adizionadas de acido tanico e outra com antociamina apenas,
ngﬁ se adicionou o Facis.

Apos a homogenizacso das amostras & um repouso de &
horas, obhteve-se p espectro de absorgan entre 350 a 70@ nm de
cada um dos tratamentos, repetindo-se a cada 24 horas de
vearas.

0 Quadro 17 mostra resumidamente as condigdes

exnperimentais utilizadas para cada gH.

GUADRD {2 - Resumo das CondigOes Experimentais Usadas em 3.18.

ﬁwﬂ“”*“4—>-.“—ﬁnﬂl-nwq—n—M-“——nﬂtﬂ»Iw-W—-ﬁﬂww;—-‘MMWmn——““_ﬂ-“*m“umn—wﬂﬂ”—b-ﬁ“h”#»““

44

Tratamentos Solugho de Extrato de Acido Tanico Fe (1 %)

Antocianinas (ml) {mg)? (mi)
1 16 (11,64 mp¥ ¥ ad @,0820
a2 id 8o &, 280
4 19 Bé 6,019
4 i@ 8o ¢,045
bt i 8o 2,020
&4 io 89 $,828
7 ig ge 8,832
g i@ - &%, 809
g io - 2,005
id 19 - &,.e10
11 16 - 2,815
i2 ie = 8,089
13 i2 - @, 08a
14 i - p,030

w_-m.mw--—u.....m—--—....-..-—‘mm,—_‘*um_mwmw—mw—_—-uwnw—x“wm—--a—-mwm_ﬁu“m—mmmwwmmﬂ

% - {mg) de antocianina em 1® ml de splucko.
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3.19. Efeito do Cu’® (CuCly)

Para © estudo do efeito da adic3c de Cu @ sobre as
solugpes de antocianinas, foram utilizados soluctes de 2 g de
extrato de antocianinas (3.1.) dissolvidas em £8¢ ml de tamp3o
KCI/HCY pH 2.6, 3,¢ & pH 4,8

A uma parte das solugSo de extrato (12 ml) de
antocianinas, Foli adicionado 80 mg de acido tanice. Em todas
as amostras foram acrescentados volumes variaveis de uma

solucio de Cull,, contendo 10% de ions cut

24
0 desenvolvimento do experimento foi feito da wmesma
mangira que aquela descrita em 3.18.

0 Guadro 13 resume as condigaes guperimentais

utilizadas.

GUADRD 43 - Resumo das CondigOes Experimentnis Usadas em 3.19.

ok e e A, A AT T W v o, e e ik AR AL AR R ST T R e ey e e o Al Ll AN L LY T s P e R e AL A il T AL ARAL S TV TET T ST e b i ek i e S e o i g

Tratamentos Solucap de Extrato de &cido Ténico cu't 1o

antucianinas (ml) {mg} {ml?}
i 16 (41,46 mgy = 21, 2,000
z ié 858 @, 916
3 19 66 &, 82
4 i@ 86 Q0,239
5 i@ ao 2,040
b i@ : - &,000
7 i¢ - B,810
8 ig - @, Be0
2 i@ - ¢,830
i ig - &, 040

et v e, Mk Akl o Prb S Ak i e S8 S Aerm el e o e i S A T R s el ek Mt A ARG VA TR S b el ek S AL UL L AR ST B S e it sk ke A e A A L T S e e

% -~ (mg? de antocianina am 4@ ml de salucio.
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3.8%. Efeito do xsnﬁ”

& identificac3o do efeito do ion asas". sobre as

antocianinas, =adicionadas ou nzo de acido tanico, seguiu o
mesmn procedimento descrito em 3.48., adiciornando-se volumes

varigveis de uma solucao de HaHSGs com uma concentracio de 1%

de Sﬁa*

i ] Quadrno 14 rapsumpe as condiches experimentais

utilizadas para o pH 2,¢, 3,86 & 4,9,

GLUADRD 14 ~ Resumo das Condigpes Experimentais Usadas em 3.20.

e s i Ao Al R Pl R PRI Y. i Al P AL AR Y i e Ak WAL L Al W e e A b A A A TP g . sy i A AN M ATV T T e s A A AR L SR T T T T T S i S e, s s e

Tratamentos Snlucao de Extrato de Acido Tanico HSO T %)

Antocianinas {(ml) (mg ) ml)
T T e 6 e se °,000
2 10 B8O &,e05
3 io 23] $,e1d
4 1@ 8@ 2,820
b1 ie ge &.240
& 10 - 6,000
7 i@ - B, 6635
8 i@ - 0,010
g ié - 6,628
16 i@ - G,640
¥ - (mg)! de antocianina em 18 ») de solucso.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAD

Mormalmente, as plantas apresentam wmisturas de
antocisninas e consequentemente sua separagao € purificagio
apresenta dificuldades quando =e utiliza cromatografia ems
papel, placa ou coluna (Wrolstad & Struthers, 1971}, &
necessidade de se obter material suficiente para o prosente
trabalho, levou-nos # optar pelo uso de cromatogratia em
coluna pela maior capacidade de purificacio desta técnica em
relacBo a cromatografia em papel ou p}ac;.

Apos ensaios ereliminares, poptou-se por utilizar o

solvente metanol: 3gua (79:30), aridulado com HC1 @,91% para a

separagan das sntocianinas na coluna de PUP
tpalivinilpirrolidonal) e, 2 efiridncizs da separacio das
$ragoes do extrato de antocianinas pode ser vista na

representacio esuuematica da coluna de PVP {Figura 12},
O0s resultados demonsiram que o Us0 ds mistura metannl:

ijgua como solvente, e do PUP como adsorvente, representa uma

5%



hoa técnica preparativa para 8 separacldo de wmisturas de

antocianinas de capim gordura (M. ra .

As zonas 2 e 3 {(Figura i2), foram selecionadas por
apresentarem coloragio mais intensa ¢ melhor separsglo. & zona
£, foi eliminada por apresentar uma coloraglo vermelho fraca,
indicando baixa concentragio de pigmentos. As zonas vermelhas
4, 5 e &, foram excluidas pela dificuldade de eluigio,
associada & fraca intensidade de coloracio dessas zonas.

fis zonas selecionadas 2 & 3, foram denominadas fragdes
F{ & F? respectivamente, para efeito de discussio neste
trabalho.

4s fracdes Fi1 e F2 quando cromatografadas em papel
Whatman n2 3 com HC1 $X como solvente (3.2.3, apfesantaram uma
unics =zona colorida. Eantretanto, apbs o tratamento do
cromatograma com NHQ. verificou-se que a unica zona de cor
avermelhada nos cromatogramas se localizava entre duas zonas
amarelas de flavondides (Figura 13). Este fato indica que,
peloc menos parte dos flavondides n3o antocifnicos presentes no
extrato das antocianinas nEo separavel com coluna de PUP, pode
spr separada por cromatografia em papel usando HC1 1% como
spivente.

& recromatografia em papel Whatman 3 MM da  parte
central da fragio F2, e o desgnvolvimento do cromatoprama  em
BaW (3.3.) forneceu duss zonas distintas A e B (Figura 14). A
exposicie do cromatograma an NHa mostrou a presenga de uma
Gnica zona amarela de flavonoides n3o antocianicos, localizads
Proximo 34 origem do cromatograma e separada das zonas

vermeihas A e B.
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FIGURA 12 - Representacio Esguematica da Separacio das
Antocianinas g Coluna de PUP Desenvolvida por

Metanol. HEB (76:30) .
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FIGURA {3 - Cromatograma da FIGURA 14 -~ Cromatograma da
Frag3o F2 em Papel Frac3c FP em Papel
Desenvolvidsa por Desenvolivida por

HCY1 1%, Baw {&:1:2)
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As BESMAS Zonas A e B foram sbtidas Com a
recromatografia das fragso Fi.

Os resultados da cromatografia em pape! Whatman n= 1,
das ¥fracOes obtidas na purificaclo do extrato (3.3.), wusando
BFW e BAW, cowmo solventes mostram que as fragdes Fi e F2 s3o
tonstituidas dos mesmos pigmentos formados pelas zZonas A e §
iFigura 13), o0s quais apresentsm diferentes mobilidades no
papel para os doiz solventes utilizados., A Figura 15, mostra
que a diferenca entre as fragdes Fi e F2 estd na presenca de
maiores quantidades de compostos flavondides n3c antocifinicos
na fracio F2 em relacio a fracio Fi.

Ha Figuras 16, est3o representados os cromatogramas
{HPLL) das fracdes F1 e F2. s cromatogramas mostram que tanto
a #ragdo F1 como afragio F2 slo formadas cada uma por duas
fracoes distintas com tempo de reteng3o igusis, indicando a
ident idade entre o0z campaﬁentes das fragles Fi e F2.

Ds espectros do "Extratoe”, das fragbes Fi & F2 e das
zonas f1 ¢ B se encontram na Figura 17, onde s5e pode nbservar a
semelbhanca dos espectros das fracdes Fil e F2 ¢ a diferenca dos
espectros entre essas fragbes ¢ aguelas das zonas § ¢ B.

& diferente mobilidade ns coluna de PUP das fragdes F1
e F2 pode ser atribuida & uma maior proporgao de flavondides
nic antociinicos associados s antocianinas na fraglao F2. Esta
associacio pode retardar = eluigBo da fragdo F2 em funglo de
uma estrutura em que ha um aumento dos grupos potencialmente
CRApPRAEZES de se ligarem ac PUP. Estes fFlavondides nio
antociinicos somente s3o separados guando as  fragdes sgo

cromatografadas em papel (3.3.),
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3~ ANTOCTANTNAS
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e -
;i‘
: Ve
5 4
[}
N‘
‘;,
5 i B i B
g &
%
2 A A @ A @ A
& & §
'e
1
EXTRATD F1 F2 Fl1-4 F2-A Fi-B  F2-B

FIGURA 13 - Cromatograma das Fracoes de Antocianinas Eluidas

com BFW (159:2,5:2.4) em Papel Whatman 1, por 72
horas,
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FIGURA 146 - Cromatogramas Obtidas por HPLD das Fragdes Fi & F2.
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0 progresso na separaglo cromatoprafica do  “Extrato”,
das fragbes Fi, F2 p da 2ona A, pode ser observado pelas
diferengas apresentadas nos cromatogramas da Figura 1B, Os
cromatogramas confirmam a presenga dos mesmos pigmentos nas
fracBes Fi e FP e mostram a forte absorcio na regiloc do UV da
frac3o “Extrate” e a sua diminui¢lo apbs a5 etapas de
purificagio.

O0s cromatogramas das fragdes FI e F2 wmostram uma
reducan no ng de picos em relacio ao "Extrato” {(Figura 18}
resumindo-se praticamente a um pico a 529 nm, para ambas as
fragBes. Os espectros a 28B9 nm mostram gque os compostos que
absorvem na regifo do UV estBo em menor guantidade na fragdo
Fi deo gue na .fracﬁn Fe, confirmando desta maneira as
observagdes baseadas no cromatograma da Figura 135, onde a
tragio Fi mostrzs a presenca de menor gquantidades de
Flavonpides nZe antociinicos associados as antocianinas.

0 cromatograma da zona A (Figura 18), mostra uma fraglo
pura tanto 3 520 nm como a 289 nm, indicando que a purificagio
do pigmento utilizando coluna de PUP, seguida de cromatografia
em papel como os solventes HCl & BAK {(exp. a2 3), s3o técnicas
que permitem a purificacio de sntocianinass extraidas de capim
gordura (M. minutiflora) e de ouras fontes, conforme preconiza

Francis (1987} e Francis gf al (1964},
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A solugido contendoe os agucares livres da zona A
hidrolizada (3.4.) apos ter sido cromatografada em papel,
juntamente com padrbes de agucares, mosiram a presenca de
glucose e arabinose, confirmada pela co-cromatografia e pelos
B8f, em dois diferentes soliventes, conforme os dados do Quadro
i35

f possibilidade da arabinose estar presente por ser um
artefato do processo de purificagio utilizande o HCY X como
solvente (Francis, 1984), foi eliminada pela ausdncia desse
agucar no cromatograma dz zona A antes da hidrdlise acida.

As antocianinas que apresentam reagd3c positiva cos
cloretn de aluminio com deslocamento batocrOmico de 13 a 2%
nw, dependendo do pH do meioc, possuem em sua esirutura grupos
orto-dihidroxilicos no anel B, como @ o caso das cianidinas e
deifinidinas (Harborne, 1964).

Noe CQuadro 15, est3o os valores dos RY da aglicona ewm
tres diferentes solventes ¢ os valores de Rf nozs  mesmsos
saiventes para cianidina, fornecidos pela literstura {(Mullick
& Hrink, 19467). 0Os valoregs comparativos de R¥, a reagio
positiva com cloreto de aluminio com deslocamento batocrimico
de 28 nm e o comprimento de onda de maxima absor¢io de S2B  nwm
{Harborne, $1958a), indicam a presenga de uma cianiding como a
antocianidina da zona & purificada.

& relacio percentusl entre Abs 449 nm/Abs X max. para ©

pigmento da zona A chegou a 27,8 (Quadro 195}, indicando que os

&8



GUADRD 15 ~ Caracteristicas Cromatografticas (R g R.} e
Espectrais dos Produtps de Hidgrolise da Zona
Purificada &.

k. ekt e yereS g by e e P P T W Prrs T v ek A b et e e et shide Sirre e i e, i ke Syl b, b T OHL W W il e bl e mrie. e e Wt Pt WY, W e el i el e v v e e i e T -

BaW AlH FOREBTAL TaE ETAL-FY W,
aglicona 9,67 9,12 ¢.,48
Acido ¢,B83 @, 40
acucar 1 2.98 2,99
2 a 1.4 1,36

Cianidina ¢,48 &,1i1 @,A9
Glucose .00 1,00
arabinose 1.14 i,34
dcido Cafeico 2,85 8,37

Vis max, {(nm) 528

Uy max. (nm) a8a (3343

Pig conm ﬁlCIS {nm? 556 (+28)

Abc 4448 nm er.e
%)
a4bs Vis N max.

an ~ n—butanol - dc. acebico ~ agua (46:4:8)
AWH - ac. acetico - agua ~ {2 NHCI {15:82:3)
FORESTAL -~ a4r. acetire - conc. HCI1 - agua {3¢:3:19)
THE ~ Tolueno - ac. acetico -~ eter (15:3: 1)
ETAl-PY . W. - Acetato etila - Piridina —~ agus (B2 1d

a - Segpundo Mullick & Brink (19477},
acucares estio ligados em £-3 da aglicona, no caso a cianidina
{Harborne, 1938b).

A existéncia de uma molécula de agucar em (-3 de uma
cianidina faz rom que a relagio percentual Abs 448 nmsAbs A
max. alcance valores superiores a 25.9 (Francis, 1iY84).

i wvalor de 528 nm obtido pars o A max. deste pigmento
{GQuadro 15), esta de acordo com os valores Ccitados pér
Harborne (1958a) para a cianidina,

0 espectro WY da zona A (Figura 17d) mostra o© pico
caracteristico de antocianinas 3 2Bé nw @ um pico menor a

334 nm.
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Estes dados indicam, segundo Shrinkliande (1977), =a
presenca de acido na wmolécula da antocianina. Em 1974
Srikellariades identificou &cido cumario em antocianina da uva
pela presenca de pico, ainda que pouco acentuado, na faixa de
32¢ a 330 nm.

0 espectro da zona A4 (Figura $7d} apresenta na regiio
de 334 nm um “ombro”, que foi considerado indicativo de uma
antocianina acilada. & presenga de acido cafeico na molécula
da cianina do capim govrdura fol confirmada de diferentes
maneiras: em primeiro lugar., pela resisténcia a hidrélise
dcida para cujo inicio foram necessirios 52 minutos de reacio
e aque segundo Hall (19446} e Harborne (194%) e o tempo
aproximado para a hidrélise de glicosidens ou diglicosideos
acilados.  Em segundo lugar, o5 dados da cromatografia em
camada delgada no Quadro 15 mostram que o dcido tem os mesmos
valores de Rf do acido cafeico. Finalmente, a cromatografia
{Figura 19) e & cocromatografia (Figura 28} do hidrolizado
alcaling da zona A em HPLL, mostram gque o tempo de retengao e
0 mesmo do acido cafeico, e que, houve zumente da area do pico
desse acido na cocromatografia. Também deve ser considerada s
auséncia de acidos livres antes da hidrolise alcalina da
solugio da zons A, como pode ser aobservado pelo cromatograma
do HPLL dessa soluglo (Figura i%c).

s dados obtidos para o tipo de agslicona 8
substituintes na molecula da antocianina da zona A purificada,
nns  levam 3 definir a estruturas da antocianing come  uma

cianidinia~3d~cafenil-glicosil-arabinose.
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As possibilidades de aplicacio de corantes naturais em
substituigl30c aos corantes sintéticos apresenta alguns fatores
limitantes, dentre 0% qguais podemos citar: toxidez, cor e
estabilidade bem <como os custos para obtengio do corante
natural.

& inocuidade das antocianinas consumidas por homens e
pelos animais em guantidades aprecidveis, atraves da ingest3o
de vegetais {(frutas, Tlores e sementes) por indmeras geragdes,
parece ser um fato estabelecido. Uma vez encontrada uma fonte
produtora de antocianinas da cor e tonalidade desejada, vests
ainda estudar a sua estabilidade # a viabilidade econdmica da
sua producio.

A existéncia de uma fonte produtora de antocisninas que
tenha um sS4 componente antocidnico e caso excepcional .,
Normalmente, o extrato antocidnico contém varias antocianinas
com diferentes tonalidades e em cancentragoes muito
diterentes. Gua separacio & dificil & atualmente nio seria
economicamente viavel.

assim, @pOs estudar a extraglio dos pigmentos do capim
gordura (M. minutiflora) e a composicic das duas mais
importantes fragBes antocidnicas, presentes no extrate foi
estudads a estabilidade destas fraghes frente aons agentes gque
mais afetam as antocianinas: luz e pH.

Alem do extrato de antocianinas (3.1.3, foram

utilizadas as fraghes Fi1 e F2 (3.2.) e as =zonas A & B (3.3.).
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4.3.1.

as antocianinas do capim gordura estioc resumidos no Quadro

Os

¢ na Figura 2%1.

GUADRD 16 ~ WYalores
Antocianinas a pH 2,9,

k
par

7k
Lug ags ure

de

E]

onas

kehs )

i

& t
3,0 §/%,0,

para as Fracbes "Extrate”,
A e B em AtmosTera de Nitrogémio

resulitados do efeito da luz em diterentes pH

{hs)

sobhre

ié

Fara as

e das Relacdes

Fi & F2 e

txtrato

n*—a "

luz Escuro

IlFi”
pH luz fseurg fur Escuro
2,8
P G.8941  €.0187 §.5040 0. 0044
g 78 786 137 15758
k
-UE 47,5 115,
wg@wro I .
3,8
K 1 498 0.447 1.20B5 ¢.0143
. 1% 79 5 4046
k
ez 19,4 85,8
_BSCUTD
4.8
K’ 21017 ©.2890
ty o 1 240 38 793
5
¥R 7,3 28,9
euLUTD

§.8767 &.60454

718 14.935

R a e g T .t T bt o et

§.4777 8 60462

145 14.993

RA(‘ “Bl’l
iuz  Escuro Luz Escuro
1,480 B 88441 1,86% 0 80442
43 iS.e82 42 $4.994
348.% 357 .1
39737 © 48484 2.993% & 60442
23 14.348 23 15,8580
22,15 &52,2

ke . o sk b ke kb b s e e i s e e b ke 4 L b T M e e A i s e i b e - ek b ke e e b b vk s et o e e e

1.805 @.8B743 0.7727 £.43M

KL 2382

27586 @ 4i2P

23 148

34405 8 50B4

19 i3
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Foram estudados os efeitos da luz: a) sobre o extrato
{Ex) que e rico em impurezas representzdas pelos acidos,
agucares g demais compostos presentes na  inflorescéncia do
vegetal e extraidos com metanol acidificado; b)) sobre as
fragdes Fi e F2 que representam produtos livres da maior parte
dessas impurezas, mas, contendo flavondides nBo antociBnicos
gqug poder estar complexados com as antocianinags tal como no
gxtrato (Ex), «c? sobre as zonas A ¢ B aue sBo antocianinas
PUras.

O0s resultados resumidos no Guadro ié mostram que a pH
2.9, 2 luz afeta significativamehte o extrato (Ex), as ¥fracdes

Fi e F2 & as zonas A ¢ B purificadas, Ja que os wvalores de

kluz san muito maiores que agqueles para as antocianinas  gque
PETHANBCETAm NY Es5Curo (kescurc)’ Para a8 fragse F2, o valor de
kluz @ muito menor gque para as sutvras fragfSes, com  uma
correspondente elevacio do tempo de meia wvida {tifE)‘

fis  ¥ragBes purificadas como aquelas das zonas A e B.
apresentam uma velocidade de depradaglo (k) muito elevada, com
aumento nos valores das relagpes de:

k A k B

luz luz

e
k A

BHECUTro k aeacura

s resultados no Quadro {64 mostyram que o tif& gquando em
presenca de luz e nos tras diferentes pH segue a mesma ordem
éecréacante para Fg, Fi, Ex, A e B, com alteragioc entre A & B
2 pH 4,8, Assim, a3 presenga de flavonoides ndo antocilnicos @

gfetiva na preservacio das antocianinas mas, no exirato, a

presenca de impurezas em maior proporgso 2 deversidade pode
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ser vesponsavel pelo decrescime na estabilidade, inibindo o
gfeito dos flavondides nio antocifnicos.

Quando se examinam 0s resultados obtidos na auseénciaz de
luz, o efeito do pH torna~se aparente, bem como a ¥falta de
efeito dos flavonoides nio antocisnicos, que atuam
protetivamente sobre as antocianinas em presenga de fuz. & pH
2,8 e 3,@, as impurezas presentes no extrato devem atuar
intensamente na degradagdo das antocianinas, nio sendo
possivel explicar as diferengas entre os dois pH's em base aocs
dados da literatura ou daqueles agui apresentados.

£ de interesse mostrar que o comportamento das fracdes
g zonas antocidnicas a pH 4,0, no escuro, difere totalmente
daguele mostrado a pH 2,0 ¢ a pH 3,8 mas, & praticamente o
mesmo davguele encontrado em presengs de luz, & pH 4.8
indicando gue tanto no escuroc como na luz o efeito do pH & o
mais efetive em rela¢io as alteragdes nas absorbancias das
antociasninas a pH 4.8 e que, possivelmente, as transformacoes
gstruturais sejam muito semelhantes nesse pH, a0 contrario do
que acorre com pH mais sScido.

kK mostyram

A pH 4,9, todas as relacoes k, Ak, .

valores comparativamente menoves em fun¢io do proprio aumento
dax velocidade de degradacio das antocianinas no  escure para
gste pH. Hesge pH, todas as {ragHes excetos s FE, nip
suportaram o efeito da luz associado ao pH fracamente 3cido,
com uma degradacio quase total das antocisninas durante o

periodo do experimento.
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i reduzids estabilidade das zonas purificadas A e B,
gue 530 antocianinas puras ¢ a estabilidade maior de Fi  ewm
relaglic = F2 comprovam o efeito protetor dos flavondides nlo
antocidnicos.

Pela Figura 21, observa-se gue a3 pH 2,9, apenas a
fragio TExtrato” apresenta algumsz alteragio no espectro de
absorgic. Todas as outras fragoes permaneces inalteradas,
apesar da zona "&" e da zona "B apressntarem taxas elevadas
de degradacip, indicando que a perda de antocianinas n3e
resulta na ¥formaclo de outros compostos estaveis e coloridos.
& pH 3,0, as zonas A e B, alem da fFraca estabilidade,
apresentam uma grande alteragio no espectro de absorgio no
visivel, quando espostas a luz, sendo que a zona "B” reflete o
efeito com menor intensidade (Figura 24}, Todas elas,
apresentam acentuada degradagio da cor. & fracle "Extrato” e
25 ponas A" e “"PB” a pH 4,0, sofrem alteracdes na absorbinciz
no visivel quando expostas & luz (Figura 21). A fragSo F2,
manteve seu espectro de absor¢io sem nenhuma mlteracdo ate o
final do experimento. Assim, a pH 4.0, sob efeito de luz, ha
uma rompleta degradacBo da molécula na maioria das fragges de
antocianinas, uma vez que a associagio do pH fracamente acido
rom a luz & danposo, tanto para 3 estabilidade, como para o
padrio caracteristico do espectro de absorglo no visivel das

_\' :'.._ .

antocianinas do capim gordura (}.

s resulitados indicam que o efeito destruidor da luz se
faxr sentir em todas as fracdes cém considerdvel intensidade
mas tambem, esti estreitamente ligado wo efeito do pH, que

Ll L] *
provoca mudangas nas proporcoes das varias estruturas, aH ., £,
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Bea (Figura 3}, presentes a pH 2,8, 3.0 ¢ 4,0, twm fun¢io
disto, a antocianina passa de ums alta concentragio de Aﬁ§
para uma forma B carbinol com um grupe OH em C-2, aue
facilmente forma & chalcona £, com uma estruturs descolorida.

Em meio fracamente dcido, alésm da forsma catidnica ﬁﬁ+,
existe tambem a forma quinoidal Q resultante da desprotonacio
do ion $lavilium, ¢ que contribui para & coloragio
éaracteristica das antocianinas. Se o pH aumentar ainda mals,
o equilibrio tautomerico B ., sgra deslocado paYa a
formacSo da chalcona £,. Além dos efeitos do pH e luz sobre a
monlécula de antocianina deve ser levado em conta & existéncia
de compostos naturalmente presentes no extrato 2 que podem
promover a degradagio das antocianipas {Jackman gf al. 1987).
Pela purificacBo em coluna de PUP & cromatografia em papel,
2E%5% impurezas ¥foram eliminadas nas zZonas 4 e B e
parcialmente eliminadas nas fracBes F1 e F2 {(Figura 15).

Pelos resultados, correspondentes a fragio FE2, wmais
rica em flavondides n3o antocifnicos, verifica-se s capacidade
protetora dos flavonoides sobre as aptocianinas presentes no
capim gordura, quando a pH 2,8 & a pH 3,@. Ja a pH 4,8, onde
as formas estruturais carbinol B e chalcona £ podem existir em
maiores quantidades, a2 resisténcia da fragio FE2 & semelhante a
da fracio Fi, porém, =2inda maior que as demails fraghes

antocisnicas do H. 2, livres de flavondides ou ricos

em impurezas como ¢ o caso do extrato EX.
Ds dados relativos a estabilidade do extrato e das
fracoes Fi1 @ F2, bem combD as zonas A e B mostram que Ul

completa purificacio das antocisninas (Ronas A @ By, diminue
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sus estabilidade 3 luz & pH (Quadro 14) ¢ gue o extrsto nio
purificado € wmais estavel que as zonas A e B mas, ®wenos
eativel gque as fFragoes parcialmente pufificadas Fi e F2Z,
sapecialmente se considerarmos =2 fragio ®ais rica 2MH
flavongides ndo antocianicos.

Considerando gque seria economicamente vantajoso o uso
do extrato de antocianinas sem purificacie, desde que fosse
demonstrada B possibilidade de sua estabilizac3o e inoccuildade,
procurpu-se obter a copigmentacio das antocianinas diretamente
no extrato, usando como copigmentos, compostos comp o acido

t3nico 8 a rutina.

4.3.2.

Segundo Asen gt al (1978), wvarios compostos sntre oS
quzis galetaninos e flavondides n3c antocifinicos como a
gquercitina e rutina, podem formar complexos Com a%
antocianinas através de um copigmentacBo intermolecular. Esta
associacio envolve ligacBes de hidrogenio {(Vimberlake &
Bridle, 1979; aAsen, 1974) e, a formagio do complexo resulta enm
um deslocamento batocromico e aumento da absorbincia no
comprimento de onda mixima no visivel (aAsen gb al, 1972,
Swaéns 2t ml, iv¥81i).

Sweeny et al {1981y, afirmam que a formacan de um
complexo entre as antocianinas g flavondides ndo antocidinicos
comc 3 vutina, além do aumento da intensidade de cor, produz

um desiocamento batocrdmico ne A mawx. e, estes complexos sda
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mais resistentes z degradacao fotoguimices, que as antocianinas
fivres.

Em fun¢3o da disponibilidade da rutina e do seu efeito
sobre 3 estabilidade das antocianinas, 3 sesezs fol selecionada
inicialmente para ¢ estudo de suz visbilidade como copigmento

para as antocianinas do capiw gordura (.

Para & rutina, foram wutilizados dois meips de
soiubilizagio., em alcool sob auuecimento (exp. n? 3.10) ¢ enm
NaGH d(exp. no 3.11), em fun¢ioc da impossibilidade da adigio
direta da rutina & solugido de antocianina devido a sua baixa
solubilidade em solucdes asuosas acidas, meio utilizado para a
solubilizagie das antocianinas.

0s efeitos da adi¢Bo de diferentes concentragdes de
rutina solubilizada em alcool sobre as solucdes de extrato de
sntocianinas esst3o mostradas na Figura 22.

No Guadro 17, podemos observar os resultados da adi¢3o
de rutinz 3 solucio de antocianinas, apds 7 dias de exposicdo
a luz.

Dz resultados mostram que 2 adicBo de rutina 3 splugBo
de antorianina retarda a degradac3c das antocianinas em niveis
consideraveis, 4a que as perdas de absorgio sem a adigio de
rutina, podem chegar a 37% enquanteo as perdas de antocianinas
em presenca de rubtinz s@o no miximo de 12%.

Inicialmente, pelo espectre (Figura 22}, nota-se que a
medida que se aumenta s concentragio de rutina na solugio de
extrato de antocianina, ocorre um aumento na absorgio no
comprimento de onda de maxima, e esta por suz vez, se desloca

de 514 nm para 58¢ nm, quando & soluc3o de antocianina foram
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GUADRD 17 ~ Leitura de abs X max, paTa Solucdes de
dntocianinas (9,2 mgsiml) em pH 3.,¢ Contendo
Riferentes Niveis de Rutina 1@ mg/mi)
Solubilizadas ewm Alcool

Tubo Solucdo de Solugan de
éntocianina futina #lconl Al \ X Perdas \ Max.
(m1} (mi} {nl} 26782 ““52133 {5} {nw)
”;“’“’ 1§_—_ "'";“ ) 3 2,86 $.54 3;:; 514
a i0 i 4 8,93 9,89 13,9 514
B {2 3 2 8.9 4,84 2,3 34
£ i¢ 4 H ¢,9% 8,98 7.1 Sig
b : 1¢ 3 8 i.02 %91 1.8 528

e Ak o AR A b i S A R ol el A T — - e —— - P alada]

adicionadas 5 m! de solugo de rutina (1¢ mg/ml). 0Os dados
obtidos indicam a formag3o de complexo rutina-sutocianina de
acordo com as conclustes de Asen gt gl (1972, 197&); Sweeny gt
al (1981) e Temberlabe & Bridle {1975},

a4 adicio de rutina solubilizada em NaOH (3.11.),
produziu um efeito mais acentuado sobre o deslocamento
hatopecromico da solug3o de antocinina porém, apds 24 horas, a
rutina solubilizada em meio alcalino, torna-se insolivel na
soluclo de antocianins a pH 3,6, formandoc um sedimento
amarelade com arraste de parte das antocianinas en solucio.
Este fato dificultou a cbservagio do efeito de diferentes
niveis de rutina em splucles alcalina sobre as antocianinas. A
rutina solubilizada 2m alcool também apresenta ainda que, em
menor escala, problemas de solubilidade durante o periodo das
experiencias, mostrando [ue 3 u;i}izagiﬁ deste agente de

ropigmentagioc mesmo em etanol podera oferecer dificuldades
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praticas iz 4que ocorre a forsaclc de precipitado nos

diferentes pH.

4.3.3. Efeito do Acido Janico

Em virtude das dificuldades encontradas com o uso da
rutina e considerando 4que segundo Asen 2 a3l (19811,
galotaninos tambem gstabilizariam antocianinas, e as
informagoes contidas nos trabalhos de Maccarone gf al (1987} e
Crosby et al (1984), sobre 3 estabilizagip de antocizninas por
irido timnico, nos levaram a avaliar a potencialidade deste
icido como copigmento pars as antocianinas de capim gordura
(#. minutifiora?}.

s testes para se conhecer o e?eita do &cido tanico
sabre as antocianinas, foram realizadas segundo metodologia
descrita em 3.19.; 3.11. e 3.12.

Dbserva-se um deslocamento batocronico no » max. de 514
para 520 nm (Figura 23) sguando se adiciona acido t&nico as
solucbes de antocianinas. A comparaglo entre os espectros da
Figura &3, mostra que apos 10 dias de incidénpris de Juz, =
splugin de antocianina nie adicionada de acido tanico,
praticamente n3o apresenta absorbancia no X HMAK ., com
distorcio no espectrs wvisivel (Figura 23k}, onde nio se
observa um pico caracteristiceo mas sim, uma banda de absor¢ao.

Quant idades acima de 200 mg e até 1.000 my de acido
t3nico sdicionados ao extrato =3o capazes de evitar alteracdes
mais significativas naes caracteristicas do espectro visivel

das antocianinas do capim gordura {(Figura 23F.
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Pelos dados do Quadro 1B e Figura B3, npta-se que o
aumento da quant idade de acido tanico aumenta
proporcionalmente 2 estabilidade das antocianinas, cow uma
reducsio significativae nos seus niveis de degradacioc. A0 mesmo
tempo,. oObserva-se que niveis inferiores 3 299 wmg de drido
tinico adicionados & soluglo, mostram efeitos muito reduzidos
na preservacac da cor.

Guando se comparaz as perdas percentuais na absorbincia
das antocianinas em fungio da adigzo de 400 mg e 1000 mg de
acido t3nice (Quadro 18}, observa-se uma diferenca na reducio
da absorbancia de apenas 8,358, ou seja, um adicional de 4609 mg
de acido resulta em uma pequena melhoria na estabilidade da
cor das antocianinas. Este fato, indica gue depois de ums
certa quantidade, o aumento da concentraglo do acido t3nice om
solugio tem poucos reflexo na melhoria da  estabilidade da
solucao de antocianina, conforme discutido por Mazza &
Brouillard {(19%87).

QUADRD 18 - Absorbincia Ao » max. para Solugdes de
Antocianinas (1.3 /7166 ml) Contendop DBiferentes

Concentracdes de Acido Tinico em pH 3,@. Durante
15 Bias sob Efeito de Luz

i AP AP S VTR S T A b e skl S Ak AN M AR ATH T AT SR 7 e i Sl e iy ik WA IR SR R e e ik ks bl b, e St e il Mo A b e A Sl T U W AR e Tt S bR

fhcido Tanico X mEx. Abs X max. Perdas
(mg /129 ml) (nmj to ti5 {3)
ey sia o,48 0.0 79,2
189 318 8,34 8,1é 78,4
oo 329 @,57 8,33 2.4
499 323 8,50 e, 41 31,7
jeo 326 8,89 &,53 23,8

nAm mem A T e kS AL JAW R VI o e o o e e Vb o e Ay W B BT A AR T T e e L AR Ak UL WL el AR VWE AP B R VWS R ARR 4R ST RS AN TR A S a S AT S e e afer b e T



Ds resultados deste teste mostram a potencialidade do
acido tanico como copigmento para as antocianinas, © que nos
ievou 3 estudar os parimetrps ideais pare sua utilizacio como

copigmento no estude de estabilidade das antocianinas.

0 efeito de diferentes concentragdes de &cido tinico
sobre as solugdes de antocianinas em diferentes pH (3.13.3,
esta resumido nos dados do Quadro 19,

Podemos observar gque, para a soluclo de extrato de
antocianina contendo 5,8 mg de antocianina a eH 2,¢, a adicio
de gquantidades crescentes de acido tdnico a3 solugso, altera
pouco & absorbincia da soluclo, chegando a uma slevag3o maxima
de 7,6% em relacio ao branco, apresentando tambem uma ligeira
alterag3o no espectro visivel e um desliocamento batocromico
maximo de 10 nm (Figura Z24a}.

Gpesar da absorb3ncia  inicial atingir valores mais
glevados a pH 3.9, o deslocamento batocromico, pela adic3o do
acido ténice, & da mesma ordem que a pH 2.9 (Quadro 19}, & pH
4,8, = absorbancia da solugio de antocianinas teve um aumento
maximo de 26,5%, quando comparada as solugdes de antocianinas
sem m adi¢lo de dcido tanico,

A adicio de 80 mg de acidp tdnico provocas um aumento dg
21,7% na absorbincia da soluglo de antociazninas a pH 3,0,
aumento este, muito proximo aguele ocasionsdo pels adigio de
12¢ wmg de acido tanico {(Quadro 19). Este fato, permite

considerar que um acvescimo de 50% na concentragio do acido
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GUADRD ({9 ~ Absorbiacia ¢ Relacdes Percentuais entre as
Salucoes de Extrato de Antocianinas (L 9/1@0 mil) a2
pH 2.9, 3.8 & 4,9 Adicionadas de Diferentes HNiveis
de Acido Tanico (0, 46, B e 12¢ mg)

- - o iy . . ok s

Absorbancia {xmax) Relacio Percentual
fc . Tanico (mg} ghs 46 (X} abs BS (X0 fbs 128 {5
pH Branco £ Bé i Abs B fbs B fibs P
m
Z.6 1,18 1.2% .23 1,87 1,7 4,2 7.6
(516 (521} {323 (324)
3.8 ¢,83 8,93 1.48 1.45 i2.1 i, 7 28,5
{518} {522} (525} {527}
EW ¢,34 8,52 8,568 &,47 44,4 64,7 4,4
£524) {524) {528} {529}
2.8
by —— (N} 2y.? 22,5 i7,¥ 17,3
3,8
3,8
fhg ~~- (%} 54,7 44,% 48,5 36,2
4,0
4.8
abe --~ {¥) 227.8 138,8 165,98 89,4
2,0

{ y% - Ualores observados do comprimento de onda de maxima
absorcio {nm).

tanice na solucEo de antocianinas, provoca um sumento de
absorbancia de apenas 5% com peguena alteraglo no deslocamento
hatocromico.

A pH 4,0, a adicBo do acido t3nico altera a zbsorbancia
ne X max. das solugBes de antocianinas e esta absorbincia
chega =z ser B86% maior guando se adicionam 128 mg de acido

ténico.
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fis dados do Quadro 19 mostram que a absourbincia da
solucio de antocianina a pH 4,0 € consideravelmente menor gque
a pH £2,9. Easte fato, evidencia a baixa estabilidade das
antocianinas a pH 4,0.

Oz wvalores brixos para a relacio percentusl da  Abs.
4¢/Abs. B {(GQuadro 1%) a pH 2,¢ ¢ 3,8 e o peqgueno deslocamento
batocromico no A méax. quando comparados a adicHo de 8% e 120
mg de Acido tBnico mostra um reduzido efeito da adicio de 49
mg de aAcido tanico sohre as caracteristicas espectrais das
antocianinas.,

Ao mesmo tempo, considerando que o efeito da adigao de
820 ou 120 ma de acido tanico sobre a absorbincia e sobre o
comportamento de espectro das solugles de antocianinas a pH
2,0, 3.8 e 4,9 £ semelhante, optou-se pelo uso de BG mg de
scido t3mnico a ser adicionado as solucbes de antocianinas com

tinalidade de copigmentacio.

4.3.8. Efeito de Dif

Para estimar = concentracio de antocianinas na  solugio
para o estudo da estabilidade, gtilizou-se solugdes de
antocianinas contende €,5; 1,9, 1,5 e 2.9 ml de extrato (3.1.2
com 5,8% de antocianinas em 10¢ ml de tampSo pH 2.8, 3,0 e
4,86. 0 GQuadro 2¢ mostra 3 absorbancia no » max. paras todos os
tratamentos €, a diferenca (%) entre as soclugdes de
antocianinas com adicio de 89 mg de acidp tanico & aquela sem

o acido.

20



GUADRO 20 - Absorbancia ab A max. e as RelasgBes Percentuais
para as Solughes lontendo ©.95; 1.,9; 1.5; e 2,¢ ml
de Extrato/i09 ml de Tamplo 2.9, 3.9 e 4.0
Adicionados (A} ou nao (BY de B mg de Acido
Tanico
Selucio de Antocianing gH 2.8 pH 3.9 pH 4.9
& Extrato/ie¢ 1 B & &/BLY) B f &78L%) B f &/B(%)
é.5 8,5 8.65 16,1 8,43 .54 24,3 &,88 0.44 45,3
Ahs 1,8
~~~~~~~ %) {83,11% (33,3 - {56.3)
Abs 8.5
1,8 i, 46 1,19 2,4 &.74 2,99 34,7 8,37 8,72 95,4
ahs 1.5
~~~~~~~ {x2 (49.86) {45,5) {43.13
fbs 1.9
1.5 1,73 1,78 2.9 1,20 1,44 28,0 8,58 {,63 78,3
Abs 2,¢
------- % £34,8) {3,683 (25,0}
Abs 1,3
2.0 7,34 7,48 3.9 1,66 1,98 18,8 g,08 1,2? 42,3
&b 2,9
_______ T (249,2) (251,9) {186,4)
bhs £.5

- sk ki kb B i B AP AL R OV T T e o o o - - -y

B - antocianina sem adi¢lo de dcido tanico

£ -~ antocianina com adig®o de 86 mg de 3cido tanico

{ )% -~ ps valores entre os parenteses, se referem as variagbes
percentuais entre as absorbincias.

Observa-se pelo Quadro 28, gue para todos os pH, =

concentracio de 1,2 ml de extrato em/i100 al de solugio e

aquela sue proporciona um maicor aumento na absorbincia, guande

a solucho sHo adicionados os BQ mg de dcido ta@nico (3.14.).
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0 comportamento do espectro visivel para as diferentes
roncentrachbes de antocianinas pode ser visto na Figura £3.

Em todos os tratamentos a pH 2,8, o &cido tanico tews
poucs efeito no aumento da absorbancis, mas CRUSE Ul
deslpocamento batocrpmico da ordem de 7 nm.

Em todos os pH s, ha um desliocamento batocromico aque
aumenta a medida wgue se reduz a concentraci3o de antocianins,
em consegquéncia da elevaglo da proporgio de acite tanico em
relagio as mesmas autocianinas.

fppsar de uma menor absorbincia da scluc8o a pH 4,0
{Guadro 8@€), com e sem acido tAnico em relagio agquela nos
demais pH, o© aumento da absorbincia nesse pH para as solugdes
com o acido tinico em relagl3o a soluclo padrio (brancold, e
maior gque 2 pH 2.9 e 3,0@.

Observa~se gque =2 medida que se aumenta o pH também
sumenta o efeito da adiclo do dcido tdnico em relaglo a0
branco, o que pode ser comprovado pelos aumentos das
diferencas entre as absorbincias das spluctes de antocianinas
com e sem adiglo de acido tdnico para todas as concentragbes
de antorianinas ubtilizadas (Quadro £0). £ possivel observar
também um maior aumento nas absorbi3ncias com 3 adi¢fo do acido
tanico em relacio ao branco, para as solugbes de antocisaninas
na concentracio entre 1,6 ml ¢ 1,5 m1/16@ em todos os pH's.

s resultados ohtidos neste gxrperimento & ')
cromatograma do  complexo (Figuras B&) indicam a formagioc nas
condicBSes experimentais utilizadas, de um produto que nio €
decomposto pela cromatografia em papel, com RF¥ diferentes

daqueles apresentados pelo acido tanico e pela solugdo de

¥
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3,¢, Utilizando o BFW (135:2,5:2.4) como
solvente, por 72 horas.
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antocianinas do extrato. O compiexo forma~-se em solugio aquosa
dcida o «que em parte contradiz as conclusdes de Mazza &
Brouillard (41987 e especialmente Chen & Hrazdina (1981). No
case do complexe antocianina-acide tdnico, ® estrutura do
copigmento apresenta um namero muito alto de grupos DH e de
grupos carbonilicos., Alem dissg, o complexo poderia conter
moleculas de flavondides naturais oriundas do extrato de
antocianinas utilizado para a copigmentagdoc e, n3o totalmente
separavelis pela cromatografia em papel. Entretanto, verifica-
s¢ uma separagio de consideravel quantidades de flavondides
n3o antocifinicos, amarelos, das antocianinas do extrato quando
cromatogratados em papel, indicando que se houver complexagio
natural da antocianina com © ?Iavanéide nzo antocignico o
complexo formado € pouco estavel.

Por outro lado, deve ser considerado gque, apesar da
pouca estabilidade do complexo antocianina com flavondides nao
antocifniros sob condig8Bes naturais, o sfeito protetive do
complexe pode ser sensivelmente melhorado pela adic3o de acido
tanico (Quadro 29).

Tal como para a rutina, a adicSe de dcido ténico ao
extrato provoca um efeito batocromico com um aumento no & max.
o wgue poderia ser considerado como indicativo da formacao de
uin romplexc antocianina-dcido ténico. Us deslocamentos
batocromicros nos pH's 2,9, 3,8 e 4.9 g com 2 concentragio de
extrato de 1,9, 1.5 e 2.9 wl/i60 ml de solucio s3o muito

praximos, variando de & 2 8 nm (Figura 232
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Uma vez comprovada a formagdo e =» 2 eficiegncia da

copigmentagao com acidp tinico e determinadas as condigoes de
atuacao, procuyou-se estudar sistematicamente o alcance desta
eficiencia frente a outros fatores que influenciam 3
degradac3o das antocianinas, como luz, pH, oxigénio, SGE e
jons metilicas.

Dz resultados do efeito da luz e do oxigénioc nos
diferentes pH, sobre a degrada¢ioc das antocianinas do extrato

& o efeito estabilizador do complexo antocianina-icido tanico,

gstio resumindos nes Guadrps Bi, 82 e B3.

Felo Quadro 24, os valores menores de k(hni) a2 pH 2,9,

para todas as condigges, mostram a maior estabilidade das

antocianinas a pH fdcido sob efeito da luz. A medida que se

GUADRD 24 - Valpres de k(hﬂg} e ti gihs} para a2s SolucBes de
ALY em pH 2,86; 3,0 e 5,3 em Presenca de Luz » de

Oxigenio, Adicionadas ou nio de 88 mg de Acido

Tanico
pH i ﬁT*LUZ+NE P*LUI+§2 k?*ﬁe P+§2 &T*Lﬁl+?§”m ?*L?%iﬂe ﬁ{f?a ?*?u»
2,86 % $,8931 &, 4945 §,8048 &,0459 8,139 &,5304 8,8343  2.471v
ti}B 744 148 14378 4358 494 $29 2otk Y44
3.8 K §, aapa &, 4630 8.478% 8,808 #5334 B, HR7 g, 1384 ¢, 2047
tifE 289 {184 23%8 1918 136 75 528 iy
e §,7472 {1397 @, 214t é,é38$ 1,9454 1.80%4 &,3434 8,3553
tif? &9 At RES ] 298 55 54 191 195

om0 LU 7 S S TR R

4T = complexp antorianina - icido taniceo
= antocianina do extrato.
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aumenta o pH do meio, a estabilidade das antocianinas diminuiu
acentuadamente, tanto na ausencia comp na presenca de  lux,
provocande uma reducso hos valores das relagoes k &

tuzg  escurs
para as antocianinas do extrato e para o complexo acido-
tinico-antocianina. Na =auséncia do dcido tanico, os valores
kluz 550 maiores dentro de um mesmo pH, quando comparados aons

valores de k indicando o forte efeito de luz na

escuro’
degradacio das antocianinas.

0 efeito do oxigenio na degradagzo de antacianinas ¢
acentuado, mesmo na ausencia de luz, em todos os pH, o que
pode ser wvisto guando %€ compara com 08 valores de k
(ronstante de degradacio) para as antocianinas em atmosfera de
nitrogénio nas mesmas condigdes (Quadro 21). A adicio do acido
t3nico mostra-se pouco efebiva nas soluLGes no gscurc £ en
presenca de oxigenio quando comparada as solucpes npo escurn e
aob nitrogénio (Guadro 28). Este fato indica que a dégradacia
das antocianinas do capim gorduva em presenga de oxigenio deve
eatar relacionada a um mecanismo diferente danuele
predominante quando sob efeito de luz.

fis valores das relagdes do Ouadro 22, mostram o efeétu
estabilizador do complexn acido tanico-antocianina com O
aumento do pH. Assim, nota-se que os valores das relagdes de

k k decrescem a medida que se aumenta o pH e gue,

luz’ "escuro _

para um mesmo pH, os valores sao malores para as splucoes sSen

a2 adicin do acido tdnico. Dentro de um mesmo pH.,  as solucnes

de antocianinas em presenca de origenin apresentam valores das

relacpes Kk £k muito menores que aqueles apresentados
luz e2scuUroc

pelias solucbes de antocianinas sob atwmosferas de nitrogenio.

97



QUADRO 22 ~ Relagbes Entre Valores de k(awié para Solucoes de
ALY zob Efeito de Luz e de [Onigénio, Adicionadas

(AT} ou n3o de B2 mg de Acido Tanico (P}

v e . T Tl TS R T P RS P R P TR A R AR AMA TER MR M S L PR S T A W RS LA YR U TN LT AR A AR YA (AR YN RS AR RN SRR BA WL L A S R L i e T

Relaghes entre

Yalores de k(h e,9 3.9 4,9
ﬁT+ﬂ2+LUZ
19,3 1.5 3.4
ﬁ¥+w2+ESCURQ
P+N8+Lﬁz
31,1 Q.7 4,7
P+NE+€3CHQG
AY+GE+LHZ
4,1 4.9 2.9
ﬁY+02+ESCURU
P+98+LUZ
7.5 3,7 3.5
P+02+ESCURG
LUZ+N +P
—E 5,3 z,0 1,5
LUZHN,, AT
2
LU2+GE+P
ettt 3,9 1,7 i.¢@
Luz+ne+ar
ESCURG+&2+P
3;3 293 i)i
ESCHRG+R2+AT
ESCUR0+GE+P
2.1 i,%9 i,9
ESCURO+QE+QT
ﬁT+BE+ESCHRG
7.2 5.4 1.7
&T+RE+ESCUR0
éT+ﬁE¢LUZ
s —— 1.5 1.4 1.3
a&T+M,_ +LUZ
2
P+ﬁe+ESCURD
4,5 3.4 1.5
P+ﬁ2+ESEUR8
P+ﬁ2+LuZ
e et i.1 i, 4 i.1
P+N3+LUZ
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i estabilidade das antocianinas a pH 2.9, adicionadas
de acido tanico e sob efeito de luz € 5,4 wvezes maior que
aquels correspondente, sem 2 adigzo de atido. & efetividade do
acido tianico, e menor em soluchio de anfocianinas & pH 2,8,
quando em presenca de luz & oxigenio, comparadas aguelas sob
efeito de luz e atmosfera inerte. Esta menor efetividade se
deve provavelmente, a associacio dos fatores luz e oxigenio na
degradacio das antocianinas, dificultando a efetividade do
complexo acido t3nico-antocianina na estabilizacio de sua
estrutursa, indi:andu a possibilidade da existgncia de um
mecanismo diferente de desgradacan das antocianinas guando na
presencs de oxigenion.

& pH 2,2, tanto em atmosfera de oxigenic como de
nitroginio, o efeito protetor do complexps acido tanico -
antocianina ¢ menor para as solucles na ausencia de luz. Isto
poderia estar relacionado & maioyr eatabilidade das
antocianinas nesse pH, independente das condigdes a que estlo
submetidas. A presenca 40 oxigenio diminui o afeito protetor
go scido tanico em solucdes de antocianinas no escurn,  quando
comparadas com aquelas sob nitrogenio. O fats indica que, o
complexo ftormado entre o pigmento & o acido tanico tem baixa
atividade protetora no escuro, quando sob atwmosfera de
owigenio, em funclo de provavelis mecanismos degradativos
diferentes para luz e para o oxigenio.

Pelos dados dos GQuadros 24 & 22, pode-se afirmar gque
para pH 2.8, o efeito da luz somada ao oxigenioc sobre a
estabilidade das antocianinas e mais acentuade que agueles

snde atua apenas um fator de decomposicao # aque, a efetividade
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do complexos acido tgnico ~ antocianina, consequentement e,
tambem e reduzida pelz atuacao conjunta de fatores
degradativos.

0 dadoes resumidos no Huadro 23 e o espectro da Figura
2723 refovgam a3 fraca resistencia das antocianinas acs efeitos
da luz mesmo a pH 2,2, bem comp a consideravel acszo protetora
que © acido tanico tem sobre esse efeito. Se. a0 efeito da
luz, for somado o efeito do oxigenio, verifica-se que, pelos
resultadas (Quadro 23%, da relacao percentual Abs 448 nm/dbs A\
max. o efeito do acido tanico e sensivelmente menor.

Apesar da degradacio mais acelerada do complexo acido ~
pigmenta & pH 3,¢, e apesar do praprio efeito do pH mais
elevado sobre a cor das antocianinas, 3 presenga do scido
tinico mostra consideravel efeito protetor, claramente visivel
pelas relagoes entre oz valores de & do Guadro 22,

s pH 4,6, o efeito do complexn na estabilidade das
antocianinas ¢ praticamente inexistente. Nestas condigoes, o
propriac pH  atua como principal  fator de degradaczo dos
piamentos, com formagho de estruturas intermediarias de
reduzida absorcio na regiido de 520 nm., que € o comprimento de
onda cavacteristico ds coloragao vermelha das antocianinas.

Felos dados do Quadro 22 e levando em conta @
pxisténcia de equilibrios entre as wvarias formas de
antocianinas 3 diferentes pH, wverifica-se que, com o aumento
da concentracao da forma cationica {QH+) {pH fortemente
scido), ha um aumento da estabilidade das antocianinas ao0s
sfeitos do  oxigénio. Com o aumento do pH ha um  mumento da

concentracio das demais formas especialmente carbinol {By e
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SUADRD 23 — VYalores de » maéx.
fibs 440/ max.

{nmk,

fhs x maw.,

ahs 4439 nm ¢
{X) para Solucdes de ALY em pH 2,9,

2,86 e 4,0, Adicionados ou mao de Acido Tanico e
sob Lfeito de Luz & Luz + UE
_fff ‘‘‘‘‘ mz’"afff_ LUZ/MN/P Mo /AT Wy /P LULAD/AT wmﬁ”{fgfﬁ‘fﬂfﬁi
SMax. {nm) 524 516 —— 524 518 T
abs \@an.  to 2,87 2,85 8.87 &85 .87 §,%7 B8 &%
3 2,49 8,31 &85 9,84 6.9 $,2¢ 4,80 9,84
B.8 fbbs 48 mm  to 8,45 .44 .45 .8 &4 .47 840 &8
tf 2,34 2,22 &40 9,38 4,33 8,28 8,37 4,38
Abs 348 s 54,7 1,8 5.7 SLB 0 #8.8 43,3 48,8 41,3
~~~~~~~~~ - S 1 49,3 &,7 46,5 45,2 55,8 78,8 45,2 H.3
#hs S8ix
Zeix. (nm) 526 548 528 528 a——
Abs hmax. o ,84 8,74 .88 95,74 4,92 8,78 &,92 &,78
te 8,59 e,286 8,7% 9.5 &.42 8,84 88 9,32
3,0 Abs 440 nm  to 8,49 8,19 6,4 6,39  B.4% 8,39 9,98 @39
4 o,46 8,40 B4 &l 8.5 830 8,40 823
fbs 440 to 55,7 52,9 5,7 %527 58,8 56,8 S0.% 56,8
--------- £ tf 7.8 95,8 55,7 55.4 8.4 25,0 58,8 7.9
Abs  ABax
hpix, inm} 524 524 —— 532 528 - e
Abs AEix. to 8,76 8,72 @746 @72 &.B8 $.68  ¢.B8  0.48
31 8,43 $.26 6,55 90,52 8, 6,23 8,53 6,48
§,0 Abs 448 nw  to 8,43 8,41 6,43 .43 832 8,43 6,53 6.4
LE @,32 £,38  €,37 0.3 0,35 2,37 8,43 9,
Ars 448 to 57,2 46,8 57,8 se.p 40,2 63,2 &2 43,
~~~~~~~~~ { 78,4 15,8 49,3 69,2 189.4 148,9 81,1 89,6
Abs hmhx.
to -~ ipicic
tg - 22 horas.
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chalcona ((C) (Figura 3) e, considerando o valor da relagio
kﬁg + ESCURﬁ{kNE + ESCURG verifica-se sue nos efeltos
aszsoriados de DE ¢ pH, predomina o efeito do pH para & perda
de absorbancia.

Para a degradacaa das antocianinas a2 pH 2.6, 3.6 2 4,0
pelo efeito da luz na presenca de 63 w11} ﬂE‘ ¢t valores baixos
da relagao ku + LUZfKN + Lyz’ indicam a3 predominancia de uma

resciao fataqufmi:a. :

As Figuras 27 e 28 ilustram o comportamento dos
espectros de absorgio na regiao do visivel para 2%
antocizninas submetidas as condigdes do experimento.

Para as solucoes de antocianinas a2 pH 3,e, as
alteragfes no espectro de absorgao sio mais profundas que a pH
2.% (Figurs 27b ¢ 28b). Apenas as solucoes de antocianinas em
nitrogénio e sem luz (AT + NE} g (P + Ngk, nao mostram
alteracBes no espectro. Os sistemas (LUZ + Ny), (LUZ + D) =
(ESCURD  + D0,), com ou sem 32 adiglo de acido tanico,
apresentam alteracio no espectro de absor¢io, porém, em menor
intensidade cquando o acido tinico esta presente. Os dados
evidenciam a eficiéncia do acido tanico na melhoria sa
estabilidade das antocianinas a pH 3,0.

0 Acido tinico apresenta uma haixa efetividade para as
antocianinas em presencga de oxigénie quando comparado a
efetividade apresentada nas antociasninas sob nitrogénio.

Quando se utilizam solugbes de antocianinas a pH 4,¢, o
espectyo de absorgio spresenta alguma alteragBlo jéd ne  inicio
do experimento itai {(Figuvra 27c e P8c). Os wvalores da relagio

relacio percentual Abs 449 nm/Abs X mix. a pH 4,9 (Guadro 23),

1¢2
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varias entre t e t, de 37 a 43,2 X. Mesmo assim, o© acido
tanico mostra algum efeito protetor, pois, os wvalores da
relagaa das absorbancias s30 sais baiwos nos fratamentos onde
se adicionou o acido tanico, sugerindo ume menoy degvadagio.
fagui tambem como a pH 3,8, o efeito da associacio da
tuz com o oxigenio (Figura P8c)., colabora para aumentar a
degradacin das antocianinas &, essa alteragso e parcialmente
svitada pelo presenca do acido tanico {(Figura 27c). A pH 4,90,
no +inal do ewperiments, as antocianinas submetidas LY
condigfes de (LUZ + N, + Py, (LUZ + O, + AT) e (LUZ + O, + P},
ilustradas reapéctivamente, peias Figuras &87c¢ e 2o, sofrem
uma =mlteraczo em sua coloragao caracterietica mostrada pelos
elevados valores das relacoes Adbs 440 nmsfabs k  max. (X}

{Quadrp 23).

4.3.7. Efeito da Tewperatuvra Sobre s Estabilidade das

Yorirbe Y

X

ntocianinas g do Complexo AT-ACY a pH 2.0, 3,8 ¢

E-N
o

—_—r—

(is Quadros 25 e 24, mostram os valores de k{h"ik e tiia
{tempe de meis vida? e as relagoes entre os tratamentos para
todas as soluctes de antocianinas z pH 2,8, 3.8 e 4,8, para
as diferentes temperalturas.

Obzerva-se ague, 2m relacie as zolugges de antocianinas

4o . - .
armazenadas a 3 0 e complexadas com acido tanico, o efeito

degradativo da temperatura intensifica-se com O aumento do  pH

do meion. A relacao kﬁT{BSQkaﬁTKSQ snbe de 3,8 para 3,2

guands o pH aumenta de 2.9 para 4,0 ¢ 3,@ pava 12, aquando se
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QUADRO 28 ~ Valores de k.i%ng.ih“i} e & tht para as ACY em

pH £.06; 3, e 4,8, sob Ef%ggn de Temperatura de

35, 45 e 5% L, Adicionados (AT} ou naoc (P) de
Gcido Tanico

e [~ J—

a1 p
PH o T i WHB 0-‘- T
e 35%¢ 57 55 2% 3B 5% 55%

2.8 &, 0228 ¢ 0481 &,8874 @,2383 3,8244 §, 4231 8.1779 §.4813
(3048 {181) (793) {3e1) {2848} (1556) {389} 1173

3,8 §.8324 2,423} ¢.1593 ¢, 4468 €,8343 & Zooe é,2402 &, 4426

{2439} {1548) 1435} (155 {20729} {333 {264} {19¢}
4.8 8,928z @, 1474 &, 238t &, 3583 8,029 @, 1444 8,238 &,0897
{1997} (478} {381) {493} {3815 {421} {294} {234}
AT - Complexo antocianina - Zcide tanico
P ~ Bgplugio de extrato de antocianinas

{ % -~ Ualores entre parenteses, refereg—-se ag tempo de meia
vida (t1!2} em horas.

manteve o pH em 2,0 & se aumegntou a temperatura de 35 para
=5°C (Quadro 24).

Fases dados indicam sue a medids que se submete as
splugoes de antocianinas 3 uma temperatura malis elevada, a sua
degradacio e maior mesmo guando complexadss com acido tanico
g, pota degradag3o & ainda mais atentuada gquando se aumenta o
pH do meio. Para as solugbes de antocianinas sem o acidoe
tinico, o compoartamento ¢ semelhante, porem, aqul, os valores
das relacbes entre as temperaturas de 33, 435 & 55 °c com =&
temperatura de BQC* tendes a ser maiores.

4 formacho de estruturas em que a forma catidnica an”
se liga pelo cation pirilium ao acido tanico, parece aef mais
provavel e com isto diminui a eletrofilicidade na posicgio €2

& consequentemente diminui a formacie da pseudobase B,
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QUADRDO B6& - RelacBes Entre Valores de %(h

ALY soh Efeito de

i

Liferentes
Adicionadas (AT) ou nio de &cido Tanico (P}

¥ para Soluches de
Tenperaluras,

e B i o7 Py oot o s o ke i Pk AL AP AV VR T o bk iy A ALk LS Y TR T b i AL A AL LA LA LS A M e e e e et b b e A LM R AR TV IR TR T i TR A e T Rt

i2.7

5.7

1¢.¢

1,93

1,94

1;8

2.9 3,0
aAT/35°C
T 3, 2.8
at/a3%
AT/45°C
“""*g*“ 3,8 4,%
aT/3%c
aT/55°C
“““”g“* 10,1 i3.8
AT/3°C
Pp/35°C
_“"E““ 5,1 &, 4
ps3%
psa5°C
e 7,3 7,6
ps3%c
p/55°0
N 14,5 13,5
pr3te
psa"c
— 1,87 1,68
at/a%
p/as’c
Y 1,8 1,4
AT/35°C
pras®e

- 2,9 1,é

aT/45°¢C
prasoc
— 1.7 1.4
at/55°¢
psas®c ps3%

- m a.,2 1,9
at/a5°c  at/s3%c
pPras e ps3%C

o - o 234 1;?

AT/745°C AT/3°C
pr55%c ps3%C

- 1.8 1,03

atss55% ar/3%

o e er e S . ot e ot e e ot i, Wi S n S A R R Yo et b ke P e T Sk MM P Tl Skl AU U AT i ks e L MAE AR S o A AL i b T SR el iy s s A e s
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yeduzingo A formacse das demaiz formas incolores das
antocianings, aumenfando a anidrchase quinoidal & complexada,
ou 3 forma cationica ﬁﬂf, dependendo do pH da solugio.
Cansiderands os  dados apresentados por fAsen gt al
(1972), wverifica-se no Quadro 24 que a formagcic do complawo
deve estar velacionada com o tipo de substituigas no  anel
heterociclico da estrutura basica das antocianinas e
principalmente com a presenca de um acucar na posigao £~5. Por
putro lado, os dados do Guadro 24 mostram que o efeito

hatocvromico e pequeno e semelhante para todas as antocianinzas

usadas.

A necessidade de uma substituiglo em [-8 pava facilitar
a complexacan, tem nos dadp da literatura apenas o carater de
paossivel pois, pressuppe a participacio desse grupo, o que
parece contrariar a participagio do grupo €-3 (Asen et al

1972}, especialmente nas antocianinas aciladas nesta posigio.

QUADRD 24 - Efeito Batocromico ¢ Hipereovowico para Diferentes
gntopcianinas (Asen gt al, 1972).

dumento (%) da Abs  max. H- OHe Efeito
apos adigao de quercitina  -oem- Eatocromico
o
N~ OH
Relfinidina-3-glucosiden 114 #,8 4§
Petunidina-3-9~diolucosiden 288 8.3 .4
fianidina~3-S-diglucosiden 38 4
Pelargonidina-3-S-distucosiden e 1.9 3
Pepsidina~-3-5-diglurosiden 331 4
Balvidina~3-S~diglucoasiden h63 &

o . e s . Yk 4 8 YR T A ke 7ok e e b, o VR Y P Y i R R R R e S e e e i e o e 44 AT U A 0 Al Y B o MR . Y b o b, s o s, e i S b e e A e i A A



¢ aumento da proporgio de grupos OMe em relacio ap n®

de grupos DH proporciona um aumento na absorbancia das
snplugpes de antocianinas (Guadro 24).

Segundo Bishop & Nagel (1984), 2 malvidina~3~5~
diglucosideo condensa com a catequina faormando uma
proantocianidina dnica pois o exams dos produtos por HNMR ou
Cis, mostram um 5 composto. A malvidina-3-glucosideo nzo da
origem 2 nenhum complexs. 0Os dados obtidos por cromatografia
em papel do complexo antocianina-gcido tanico também indicam
um s6 composto (Figura 24). A estrutura proposta por Bishop &
Nagel (1984}, envolve candensacao no C~2 do anel heterociclico
com uma molecula de catequina, ou s formacio de um dimero da
malvidina-3-5-diglucosiden. ambos 0% compostos siE0 incolores,
a0 contrario do complexs acido-antocianina. Estes fatores sio
indicagpes indiretas de que a estrutura acido tanico-
antocianina deve ser de oubtro tipo, o0 que tambem e confirmado
pelos dados de Asen et Al (1??2), que obtiveram complexagdoc de
quercitina com uma malvidina-3-monoglucosides, com formagio do
complexo colorido.

Evidentemente, os dados de Asen gt azl (1972} e da
Bishop & Hagel (1984} szo parcialmente conflitantes e, a
necessidade de um agucar np carbono C-3 a%o parece ser
condigan imprescindivel para a Fformag3o do complaxs.
Entretanto a existéncia de diferentes proporgfes das ?afmas s,
éH+, B e £ das antocianinas em funcio do gH, leva a admitir,
face ans resultados da literatura e deste trabalhn, aque n3o ha

particieracio do C€-2 na formagao da estrutura do complewo

antocianina—-acido tanitn, pois, isto resultaria em perda de
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cor, mesmo admitindo uma menor elstrofilicidade do -2 guando
o pH do meioc ¥favorece z forma ionica das antocianinas. Neste
pH, a formacaoc de pontes de hidrogenio poderia ser favorecida
entre o copiomento e a antocianinag atraves dos varios grupos
OH e por intevraclo dos eletrons 1 dos vérios anéis aromaticos,
que levaria a foros¢an de um aduto estivel e com maior
coloragas, pela expanszo dos orbitais n 4 a”, Deve ser
considerado que gnquanto o complewo zcido tanico-antocianina
{extrato) nao for decomposto pela cromatografia em papel
{Figura 24), a cromatografia do extrato mostra 23 separacan dos
flavonopides n3o antociinicos da antocianina, levando a admitir
a possibilidade de uma complexacido pouco sstavel, com menor
efeito protetiveo mas, sensivelmente melhorada pela adicg3o de
atido tanico.

f formacao da complexo acido tanico-antocianina
{extrato} pavmite possivelmente, um  aumento da area
hidrofobica na molgcula do complexo quando um maior numero de
ligacoes de hidrogeénio se formam diminuindo a exposicap do C-8
ag atanue nucleofilico da asgua.

0 aumento do pH pode produzir um aumenkto na forma niRO
protonada  dos erupos fenglicos do scide e partantm, podera
haver uma maior exposigao do carbono na  posicao L-2,
facilitando a degradacao das antocianinas,

No rcaspo do acido taniceo, a estrutura poderia estar
entre aquela preconizada para as anbtocianinas diaciladas e
aquela preconizada para.os flavondides ja que o acido tanico
contem em sua estrutura, moleculas de acido galico livres e

gsterificados com glurose. Se tal complexo se forma e mostra-
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sg estavel no caso das antocianinas do capim gordura (Mellinis
minutiflora), seria de esperar 2 realimente aconiece, Que em
produtos como vinhos tintos de alto teor de taninns, houvesse
uma consideravel estabilizagio da cor peia formagso  de
compliexs estavel em teor alcoolico de 22X, {Rebereau-Bagon,
1982y contrariando o gque foi observado por Maccarone ef al
{1287) o Aszen st al (1978).

A pH 2,6 {(Quadro 26), observa-se que em todas as
temperaturas, a relaglo kpfkﬁT mastra valores proximos a 2,0,
exceto a3 pH 2,8 indicando aque as solucdes sem adi¢io do acido
tanico se degradam com uma taxa duas veszes maior gque as
antocianinas complexadas com o acido.

& pH 3,0, o Acido taniceo ¢ menos eficiente e, a pH 4,6,
a protecio do complexo acido tanico-antocianina e praticamente
inexistente nas diferentes temperaturas.

Para a temperatura de 3“8, a formacio do complexo nio
altera de forma significativamente 3 estabilidade das sclugoes

de antorcianinas, o que pode ser comprovadoe pelos valores das

relagoes “P!BacikA?faaC proximos a 1,9, pavra os pHs 2,8, 3.¢ e
4,%. A tempevatura de 3"C portanto, parece ser suficiente para
proteger as antocianinas da degrvadacas. Para eH 2.6, uma
ligeira queda na abﬁarhﬁﬂﬁia ccorve  somente guando a
temperatura atinge 55°%C para as salucies com e sem o goido
tanico (Quadro 87). A pH 3.,¢, o comportamento e semelhante,
povéem com  uma queda mais acentuada a 559C. A eH 4.8, a
complexacio antocianina-acido tanico mostra-se instavel &, a

degradacan das sntocianians prorre 3 pariir da tempevatura de
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GUADRD 27 ~ Valores de A max. (nwm), abs » max. e Abs 448 nn

para as Solucdes de ACY com (AT) e sem Acido
Tinico (P) em Funcio da Temperatura, no Inicio
tto)y & Final do Tratamento (£F = 246 h3}

Al P

P x5 8% 5% F owh 8% s

Yumax. (nm}
e ) pax.

1,8 abs 440 ne

&he 448 nw

eSS SN 3 47,8 55,4 58,7

fbs hmax.
Maax. (@)
#bs hadx.
4,6 Ahs 448 om

Abs 440 nm

L S 3 45,1 48,7 5e,¢ 40,4

$ i 34,8 Be.® Bl 95,2

to 8.9 8,95 9% 886 09 &% 493 8582
tf .91 o678 878 803 2,92 847 B4 42
to 8,45 96,44 8,43 .46 9,43 8,43 9. 4% &,38
b4 .4 %3 .35 6,32 &4 633 638 &2
14 46,9 86,3 45,7 46,5 45,3 45,8 84,1 483
45,7 49,3 W8,& 59,9

e e SR e e
80 9,83 0.8 @
35 9,82 0,56 @
642 041 0,38 2,45
8
1
1

o 328 e
to .93 91 88 @
te .92 8,43 9,43 @
to 8,4 0.43 @43 4.4

8.3 44 Y

1,3 58,4 51,3 0§

7,4 36,8 554 4

b 6,44 @36 B3
to 47,5 4.5 &4 51,
97,

A 334 e - - 338 - -
to 0,85 e,884 8,73 &R 8.8 ¢.86 8,87 0,77
tf g.84 9,50 0.4 .42 4.8 8.5 @32 845
o $,5 6.5 8.4 9,49 €56 @31 6% 849
t? 8,46 6,40 0,49 @48 852 €48 & 41 444
to 8.8 59,5 S5 68,5 41,8 63.8 38,6 434
$4,2  B1.4  7BY 97,4

&7 ~ acido ténico + antocianina
£ ~ antocianina.
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35°C, aumentando de intensidade =3 medida que se egleva a
temperatura (Figura 293

De uma maneira geral, =a formagszo do complexo pouco
contribul FaVA minimizar & perdas de absorbancia das
antocianinas a B55°C em todos os pHs. Por outro iado, a
Presenca dn  mcido tanico melhora a  estabilidads das

antocianinas & pH 2,0 & pH 3,8, tanto a 35 como a 45°C.

4.3.8. Efeito de lons Metalicps e SQE Sobre 3 Estabilidade

das Antocianina e do  Complexn Antocianina-fcido

Tanico

o aumento aparente da contaminagao de alimentos
processados atraves do ar & da agua wutilizadas e uma
prencupacio constante dos oOrgaos de saude publica e dos
processadores de alimentos. 0Os efeitos de alguns destes
contaminantes Ja <que ocorrem antes, durante e apos o
processamento dos alimentos, s50 bastante conhecidos, € o oe
outros, pouca coisa sg sabe.

Para as antocianinas, =2 presen¢ca de ions metalicos que
podem entrar em contacto com o pigmento durante ftodas as fases
dn processamenta, g Uma preccupagszo pois algumas antocianinas
podem se complexar com os jons metalicos sob condigoes
especificas e, como resultado, ha um deslocamento batocramico
{Markakis, 1974) aque afeta a cor 2 o poder de tintura do
pigmento. Assim, n estudo dos efeitos destes ions na
estabilidade da cor das antocianinas deve sev encarado comd de

grande interesse para a area de corantes naturais.
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4.3.8.1. Efeito do Fe''° (FeCl,)

. . N . Lk "

A influenciz da adigso de jons Fe at solucoes de
antocianinas a2 pH 2,0 ¢ 3,¢, pode ser observado pelos dados do
fGuadro 28 e Figura 30. Na medida que se aumenta z concentragio

. + 4+ r . . -
dge ions de Fe na soltugan de antocianina sem & adigae do
acido tanica, ocorre uma reduchio significativa na absorbancia
do pigmento (2,810 ~ &,388).

A reducko da absorbanciaz & acompanhada por um  aumento
na relagan percentual Abs 440/abs X méx. {(Quadro 28). @
alteragin no comportamento espectral ocasionada pelo aumento
da absovbincia a 44¢ nm, inclui o aparecimento 2 2 possivel
predominancia de antocisningzs nas formes de chalcona € 2 bhase
carbinol B, dentre as formas de eguilibrio descritas no itewm
2.4.28. & ilustrada na Figura 3.

0 complexo acido tanico-antpcianina, a pH 2,86, sofre

- . i+
pouca alteragan com a adigso de Fe .
, . dEt , . ~

Niveis de 3@ ppm de Fe induzem ums ligeirva alteragso
na absorc3o caracteristica, com uma elevac3o na relagio

percentual Abs 44@ nm/Abs h mix. de 53.8% (0,0 ppm de Fe @)

para &3,4% (3% ppm de Fe+++), Para as outras solucoes 3 pH

- . " . L ) e Fbd
2.8, n3c ha alteracio significativa pela adigao de Fe

{Figurs 38},
Para =as solugoes de antocianinas a pH 3.@, a presengsa
&+

+ Al - - - e
de Fe nh0 altera significativamente o comporiamento do

espectro das solucoes {(Figura 30b) e Quadro &, com e sem acido

tanico.

145



QUADRO 28 ~ Valores

Relagbes,

ge

Adicionadas
Tanico em Presenga de Fe

Abs
para
{atTy

no ok wax,

g &

antocianings 8

ou n%g*ip) de 8¢

A48 nm
pH 2.8
mg de

& sSuas
g 3,0
Acido

i

Fe sntocizning + Acido TEmico (&T) Antocissing (F)
fppi}  fbs hmdx.  ARbs #4B nm  Abs 448 (3 Abs hmix., Abs 440 nm  Abs 44¢ Hbs {AT-Pixidd
fs \mix. (1) fvs omdx s P
& 8,93 I 8,50 53,8 8,81 (518) 6,37 48,2 i4,8
5 8,78 8,46 48,8 8,75 &) 5,7 4,8
s 1B 8,74 3,44 59,5 3,78 6,37 58,9 5,7
2h 5 5% £,53 56,4 871 8,9 2.4 30,4
2 8,9 9,53 57,6 5,47 8,3 72,3 95,8
> 8,9 8,53 58,9 8,43 8,2 74,4 99,3
W 8,52 1538) 8,59 43,4 8,38 (58 8,33 84,8 144,7
% hEix. 5% om 524 = 24,7
- 0,88 8,61
¢ 8,77 (2B 4,43 55,8 8,5 (5083 8,36 53,6 37,5
S RT6 (H 8,42 %4 6,42 (521 8,20 52,4 85,4
o 10 8,48 $,38 5,9 3,30 8,15 58,8 126,7
98 13 B.é4 8,35 54,7 8,23 $,13 54,5 178,3
2 5,5 3,36 52,7 9,89 (552) 8,15 78,3 260.6
ES g 2 53 (533} @: e? S‘Q’a ? — — e =
¥ - —
¥ hadx 53 s €A% nw X = 24,7
1 tbs 8,6k 8,3

¢ ¥y% - Valores do comprimento de onda de mamxima mbsorcio.
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FIGURA 230 - Espectros de absorcio das Sclugges de bExtrato de
gntocianinas a pH 2,06 (s} & a pH 3,8 (b,
Adicionadas ou nae de Acido Taﬁ%gﬁ em Presenca de
&, 5, 19, 15, 20 e 235 rpm de Fe
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fis dados do Guadro B8, mostram gue as solugpes de
antocianinas a pH 3,0, sem a adicio de acido t3nico, somente
apresentam alteracido no espectro wvisivel a partir de 28 pem de
Fe'* gquands a relagio percentual Abs 449 nm/Abs » max. sobe
de 54,5 para 78,9%.

Peios dados do QGuadro 2B, pode-se observar gue a
reducao da absorbincia a pH 3,9 foi maior para as solugpes de
antocianinas sem a adiclo do acide tanico. Ao mesmo tempon, as
solugfBes a pH 3,6 apresentam deslocamento batocromico na
ausencia de acido tinico. 0O deslacamentso aumenta a medida que
e adiciona concentragfes maiores de Fe+*+, variando de [3278 nm
(5 ppm) para 552 ppm (2@ ppm). A mesma amplitude de variagio
nioc ocorre com as solugpes do complexo ACY-AT, aque ficam na
faixa de 53¢ e 533 nm para 5 e 23 ppm  de Fe+*+.
respectivamente.

0 efeito protetor do complexn ACY-AT & mais acentuado
para as solucoes a pH 3,8, do gue a pH 2,9 pois 2 efetividade
do acido tanico medido pela vrelagBo (Abs{AT-P)}/abs F) = 109,
anbe de 58.1% em pH 2,0 para 124,90 3 pH 3,0. Este aumento pode
ser ewxplicado pela maior protegio do acido t3nico a degradac3o
das antocianinas pela prapria infludsncia do pH {Guadro 28},

Evidentemente ha gue considevar o efeitos do pH sobre 2
estyutura das antocianinas, do acide tanico £ da formagao de
F&tGH)B, Ds dados no Quadro &, moastram um efeito protetor
maior para as solucpes a pH 2,8, decrescendo para pH 3,9 e

¥

- » “’ R -
4,8. Ds dados mostram que o efeite dos ions Fe nag wvaria

ceom o aumentn da sua concentragio a pH 2.0 mas, esse efeito

ewiste a pH 3,86 ¢ 4,@. A& pH 2.0 p acido tanico pode existiv
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predominantemente na forms nio dissociada dos seus grupos
carboxilicos e fenolicos aumentando a3 dissociagio com o
auments do pH. Pode-se admitir gque a formagho do cowmplexo
ferro-acido tanico =zumenta a pH baixo 2 gue esta f{formagao
predomina sobre a formacac da laca, evitando 3 perda de cor.
Egta ocorvregncia ¢ wisivel nos dados do Quadro &, para o efeitp
+++ e . s o . .
de fFe sem a adicio do acido tanico onde a lacs podera se
formar .

A formacio de complexos protetores das antocianinas
pode ser causada pela combinacko da molecula da antocianina
com 3 molécula de acide tanico &, pela formagzo de lacas entre

, et L . : "y
os 1oam Fe ¢ 08 grueos ~0OH vicinais do anel B da cianidina
agriginands campostos estaveis com alteragpes na cor
caracteristica do pigmentn. Assim, o efeiteo protetor do acido

.Y - -~ + ~ - v~ +++
tédnico em solucdes de antocianinas com a adigio de Fe pode
ser devido 3 formacio de complexons estiveis entre os ions de

+++ r . - . - = x El e w
Fe & o acido tanico, & entre as antocianinas, acide fanico

e ioné de Fe'7T,

tases efeitos estio aumentados a3 pH 3,8 {(Guadvre £8B),
onde aumenta =z formacas de laca € Jda ha formagao de
precipitadoe com 20 ppm de Fe+**, 0 que S0 ocorre a 39 ppm de
Fe'*Y com a adicSe do acido tinice. Tambeém a pH 3.9, comega a
haver aumento da concentracic da forma de base carbinol B
{(Figura 3) das antocianinas, que @ incolor.

Para as solugoes de antocianinas a pH 4,06, o efeito da
adigao de Fet*™ nan pode ser observadn pois, nesse pH, a

- T+, - . .
adicio de apenas 3 pem de Fe s soluches de antocianinas,

sio suficientes para o desenvolvimento de turbidez & formac¢3o
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de precipitado, impedindo totalmente qualguer observagloc. 0
spbrenadante c¢om baixa absorgio, indica uma consideravel
reducac na concentracac dos pigmentos na solucan.

Szecheny & Box (1944}, cbservaram gue a adigao de 8 ppm

+

k » . , . .
de Fe g suficiente para provocar uma imediata mudanga na

coloracso das antacianinas de framboeza.

B.3.8.2. Efeito de Cu’ " (Cutly)

g
, ++ -

iz resultados do efeito do Cu sohre as solugpes de
antorianinas, es5t3o0 resumidas no Guadro 27 ¢ ilustradas na
Figuraz 3%.

Fara as solucpes de antocianinas 3 pH 2,@ {Quadro E9),

_ . n ++
adicionadas de acido tanico, a presenga de 10¢ ppm de Cu
alteras o espectro dz soluclo &, a adicio de concentragoes

. + 4 P .
maiores de Cu npo altera sropoveionzliments 85
caracteristicas do espectro visivel da solugis. nao  havendo
portanto gvidenciag de ums velacio entre aumento de

- 4 . " .
concentracac de Lu com maior degradacao de pigmentons nescse
pH.

As soluchbes do complexo antocianina-icido tanico a  pH
3,8, apresentam um comportamento semelhante,

Para as solutoes de antocianinas sem a adigso do acido
tanico a2 pH 2,0 ¢ 32,¢ (Guadreo 2%9), observa-se que 0s valores
percentuais de abs 449 nmsabs A max.  Foram significativamente
inferinores saueles das solucoes adicionadas de acido, nesses

r * - Ll é’*’
pHs ., Agqui, & medida gque se aumenta a concentracao de Cu na

saluc3o, ha um decrescimo acentuado na absorbanciz no x méx.,
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GUADRD 29 ~ Ualores de Abs

Relagaes,

Adicionadas (AT}

[#4%)

Ok wAaX.
para Antocianinas em pH 2.08; 3,90 ¢ 4.,
niEp (P} de BO wmg de

2 3 A48 nm ¢ suUas

Acido

Tanico/i8 ml em Presenga de Cu++t

Lutd fntocianing + Acide Tiaice (AT} satorianing (P}
{ppg} Abs hmix. Abs 448 nm  Abs 440 (D) fis hmax.  Abs 448 np Abs 444 fbs (AT-Piuide
fs Jmax. (%) Aby )aix. bbs P
¢ 8,94 (53p)¥ .49 53,¥ 8.7% {580 8,35 44,7 21,3
ies 8,77 8,41 79,2 §, 5 #.28 54,7 a8
#H Te &,7% é.58 76,8 8,48 8,25 &,5 b&.8
2,8 3@ &74 ¢,53 7i.é §,3¢ .22 48,8 £31,3
e 8,72 g, 5% 77.8 8,26 8,24 b8, 8 176.9
B8 4,4% {53m 8,56 8,2 §,27 {528y §,1% 84,4 213,48
¥ waix. % o 5% 1a 'CRURE
X b 8,77 8,41
] 8,75 {53 8,41 5.7 8,49 8,2% 54,2 93,4
% 6.4 $,53 fr.2 2.3 $, 8% B6.7 {84,5
e 2e6  B.4B 8,59 84,8 8,5 &,73 {108 353,34
3.8 I 8.7 4,54 i7.8 e — - -
.51 B I §,64 28,5 -— - —- o
Sag 2,74 1528 &,4568 8,1 e — _— ——
¥ habx. 536 e 522 nm %= 114,83
¥ gk 8,72 8,32
§ BB (534} 7,45 54,9 2.44 {332} 4,29 65,9 Bé.4
pH ¢ 473 8,31 89,4 §,34 2.3 £3,3 82,8
i8 6 9,58 &,un 88,4 8,3 8,32 i43,2 9.4
56 8,44 (538 %.78 i87.4 8,23 g3 139,14 {78,3
f haix. 53 e 532 na 1= 13,7
L fhs 8,72 8,34
{ 1% -~ Yalores do comprimento de onda de maxima absorglo.
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g um decrescimo menor na Abs 44¢ nm, o que, consequentemente,

srigina uma elevacio no valor da relacio percentual Abs 448
nm/abs A max,
Para as splugpes de antocianinas com mais de 20€ ppwm de

cu™ & pH 3.0 (Guadro 289), sem o 4cido tinico, as

concentragoes altas te Cu++ dificultam a leitura da
absorbancia, pela formacao de precipitado.

& pH 4,6, as solughes de antocianinas s3o afetadas pela
adigio ée Cué+, mesmo a nivels inferiores anueles uwtilizados
para pH 2,6 2 pH 3,8. A adigio de niveis superiores a 5@ pem
de cu’™ a pH 4,0, provoca a formagio de consideravel
guant idade de precipitado.

Seaundo Starr & Francis (1973) e Mchkee & Wold (15463), a
presenga de cu’’ em grandes concentracoes podera levar a
alguma reacio indesejisvel em produtos alimenticios, pela
formagas de complexos cu™ - antocianina.

De uma forma geral, podemos observar (Figura 31 gue
para todas a solucdes, a adic3o de Cu++ alterou drasticamente
e comportamento do espectro na regiio do wvisivel das
antocianinas, levando a relagao percentual Abs 449 am/@bs X
max. =a valores superiores =a 1@8% {(Guadro 29), com uma
descaracterizacso do espectre original da  solugio  das
antocianinas, na faixa do visivel (Figura 31).

& formacio de complexo de Eu§¢ & Fa+++ cOom A%
antorianinas afetando a2 coloragio das solugoes fol  observado
por Somantmadja et al (1944) & Jurd & fsen (1%66).

# maior propovrcio de formag3o de asnidrobase da

antocianina com o aumento do pH podes ser responsavel pelo
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zumento da formacio de complexes antocianinas-mebtais, Ppols &
pH acima de 3,8, a formagio de anidrobase das antocianinas

sumenta {Asen gt al, 1972, Jurd gt al, 19464).

8.3.8.3. Efeitp do 808

Os dados sobre o efeito do S0, nas antocianinas est 3o
resumidos no Guadro 3@ & na Figura 32.

A pH 2,8, as solucdes de antocianinas em presenca de
dcido tinico e adicionadas de 5,190, 20 ppm de 50, n3o sofrervam
uma degradac3o significativa,. com a absorbancia caindo de 9,99
(0,6 prm de Sﬂa} para €,.7&% (20 pom de SBE). Sem a adigio do
do dcide, =2 absorbincis cai de ©,79% para ©.34% entve © ¢ 29
ppm de 582. Fatee dados indicam que o acido tanico tem efeito
protetor em relacho a degradagioc das antocianinas a pH 2.8,
gquasndo a5 solugdes apresentavam niveis de ate 20 ppm de Sﬁg.
Quando se aumenta a concentragao de SOE dp meio para 49 'ppm,
as perdas, tanto para as antocianinas com o acido tanico como
para agquelas sem o acido, 5350 semelhantes indicando a baixa
efetividade do complexo acido tanico-pigmento BAra B
gsatabilidade das antocianinas na presenga de concentragoes
superiores a 20 ppm de Qﬁa,

O aumento da concentracao de 802 produs uma pequena
elevagio na relagio percentual Abs 448 nm/Abs A max. (X}
(Gumdro 30), tanto para as solugpes de antocianinas sem 2

adicho de acido tinicon, como para aguelas adicionadas de 89 mg

de azcidno tanico.
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QUATRG 3¢ ~ Valores de Abs no A max. e Abs. 449 nm ¢ suas
Relacdes, Percentuais para Antocianinas em pH 2,9;
3,9 e 4,8, #ddicionadas (A7) ou nio (P} de Acido
Tanico em Presencs de 802

50 dntocianina + Acido Yanico (AT fntocianing (M

{ppm}  dbs ik,  Abs M e Abs 34 () dhe wmix,  Abs Ménm  Mbs 48 #bs {R1-Pixige

P L cararad

fhs ymix, (4} fhe wEx. ths P
a 8,9 (e 8,50 55,6 8,79 8,3 85,4 12,9
i 5 8,8 0.4 55,9 8,74 0.3 46,5 18,3
pE 1 882 8,46 56,1 8,54 8,32 49,2 2,2
2 874 9,44 7,9 8,54 8,28 5,9 ®,7
@45 B 08 55,4 8.4 223 56,4 8,8
¥ yeix,  5F e 518 18 %= 21,04
1 Abs 8,75 8,42
Y 9,50 4,2 8,64 8,3 5,7 %,1
o 5 8,7 8.4 84,8 8,4 6,28 50,9 53,3
34 18 8,4 8,83 78,5 8,3 8,28 74,0 9,8
2 8,4 4% 82,4 8,20 8,47 85,6 13,8
W o 8.3 168,6 814 8,14 89,6 21,4
X yeix. 50 o 522 na X= 8,53
X abs 8,58 2,3
W 8,61 78,2 8,60 8,4 68,3 2,0
5 a5 8.3 79,4 8.4 §,3 7,4 21,4
LE 1 8,43 8,3t 72,4 3.2 9,28 84,6 §5.4
R 3,25 86,2 8,18 8,48 14,8 84,4
PR 8,47 15,3 8,10 8,13 38,6 §.8
%yaix, S 524 o8 X474 ¥
X s 8,43 8,31

{ 3% - Yalores do comprimenteo de onda de maxima absnrcan.
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FIGURA 32 -~ Especirpns de Absorgan das Solugoes de Antocianinas
a pH 2.8 {(a); pH 3,8 (b}; pH 4,& (¢}, Adicionadas
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28 ¢ 4¢ ppm de SQE.
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Tanto 2 pH 3,¢, como 3 pH 4,0, os espectros de absorgas
{Figura 32, mostram wvalores significativamente alterados
quando as splucpes de antocianinas &30 adicionadas
concentracoes crescentes de 3624 com aumento na relagao Abs
nm/abs M mdx. (%) (Quadro 38). As absorbincias das solugbes
de antocianinas a pH 3.0, adicionadas de acido tanico s3o em
madia B5% maior que aquelas sem o acido, indicando que &
presenga do Acido t3nico, resulta em uma solucad com  menor
perda de absorbancia no X mix.

Brouillard et 3l (1986b) e Harkakis (i982a), sugerem
que pequenas quantidades de sna podem descolorivr quantidades
significativas de antocianinas dependendo do pH do meio. Estas
informacoes comprovam os  resultados obtidos no presente
tyahalho, onde 2 pH 2,9, a descoloragan samente comega a
ocorrer em concentracoes mais elevadas de Sﬁa. 4 pH 3.2 & pH

4,9, o podey descolorante do SBE ¢ sentido wmesmo e

concentyracoes muito baixas, como pode ser wverificado pelos

dadps do Quadro 30.
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5. CONCLUSHES

& cromatografia ewm coluna de PYP eluida com HQQH:HEQ
seguida de separacio em papel cromotografico com os solventes
HCY1 & Bal, mostrou ser uma tecnica capaz de sepavrar as

antocianinas presentes na inflorencia de capim govrdura

(¥, minutifloral.

i extrato de antocianinas do capim gordura g
constituido de S fragfes antocianicas distintas, com uma delas
presente no extrato numa proporgac de B7X do total.

& +$ragioc principal purificada apresenta em sua
estrufura quimica, uma molecula de glucose, uma de arabinasé e
uma molecula de arido cafeico, ligados em 03 & uma cianidina,
formando ) estrutura da cianidina-3-cafeoil-glucosil~
arabinose.

A presenca de flavondides nzo antncignicos wmelbora
sensivelmente 2 estabilidade da cov da solucio guando a0
presenca da luz e variagio de pH.

& vutimna, apesar de ser caractevizada como um  bom

slemento para formar complexos com as antocianinas, apresenta
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problemas de solubilidade a pH arido, o que dificulta sua
utilizacio no estudo da estabilidade do complexs rutina-
antocianina.

4 gacido tanico forma complexo com as antocianinas
presentes no extrato da inflovencia do capim gordura, <conm
desiocamentn batocrdmico no comprimento de onda de maxima
absorcio e, efeito hipercromico na absorbincia da solugao de
antocianinasg.

0 deslocamento batocrimico provocado pela formacio do
complexo scido tinico-antocianina e nais acentuado a pH 3,8, e
o efeito hipercromico auments na medida que se eleva o pH  de
2,2 para 4,0.

& formacio do complews garido tanico-antocianing,
permite, possivelmente, o aumneto da ares kidrofohica na
molécula do complexs, diminuindo & exposigio do C-2 apn atague
nuclienfilico da agua.

0 complaxo formadoe entre scido tanico e as
antocianinas apresenta caracteristicas cyomatograticas
diferentes da antocianina & do acido tanico que lhes deram
ovigem.

As wvariacoes de pH e a incidéncia de luz sioc os
Fatores oque mais contribuem pavra a degradacao da cor das
antocianinas do capim gordurs &, esta degradaclo ¢ acelerada
quando ocarre & associagao de luz com o axiganio.

independente do pH, na  ausencia dge  luz &, em
atmosfera de nitrogénio, ocorre =z degradagio da cor das
antocianinas mostrando existir um mecanismo diferente de

degradacko, 4ue nan necessita de luz.

189



# formagio do complexo acido tanico-antocianina
contribui sensivelmente pars a melhoria da estabilidade das
antocianinas em pH 2,0 ¢ 3,9 e, en menor amplitude a pH 4,8,

& presenga de ions metalicos pode asiterar o padrio
espectral da cor das antocianines na regiio do espectro
visivel e pode formar precipitado pela reacso dos metais com
as antocianinas, cujo efeito ¢ amcentuado na medida em que se
eleva o pH do meio de 2.8 para 4,¢.

& formacan do complexo acido tinico—antocianina nio
contribui significativamente para a melhoris da estabilidade
da cor da soluc3o guandno em presenca de jons metalicos e Sﬁg.

A& cor da solugxo de antocianines & do complexo
antocianina-acido tanico sofre uma peguena degradagio gquando
estocados sob  refrigeragao ta“c:, nE ausencia de luz numa
$aiwa de pH de 2,8 ate 4,8.

0  aumaento da temperatura provoca um aumento

praporcional  na degradagao da cor tanto das antocianinas comoe

do complexg acido tanico—-antocianinas.

8
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