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RESUMO

“EXTRACAO, ESTABILIDADE E QUANTIFICACAO DE ANTOCIANINAS DE FRUTAS
TiPICAS BRASILEIRAS PARA APLICACAO INDUSTRIAL COMO CORANTES”

Aluna: Martha Maria Andreotti Favaro
Orientadora: Profa. Dra. Adriana Vitorino Rossi

Antocianinas (ACYS) sao corantes encontrados em vegetais, responsaveis pela
coloracao de flores, frutas e folhas de azul a vermelho. A proposta de estudos analiticos
envolvendo extracao, estabilidade e quantificagcdo de ACYS, visando a obtencao de extratos
padronizados a partir de diferentes frutas, leva em consideracao as novas perspectivas do
uso desses pigmentos como corantes em diversos segmentos da industria, tais como,
farmacéutico, cosmético e alimenticio. Neste trabalho, foram estudadas 3 frutas tipicas
brasileiras congeladas: jabuticaba (Myrciaria cauliflora), amora (Morus nigra) e amora preta
(Rubus sp), visando maximizar a quantidade de ACYS extraidas e obter extratos com maior
durabilidade. As condi¢ces estudadas foram: tipo de solvente, adicdo de conservantes em
solvente aquoso, temperaturas de extracao e armazenamento, tempo de armazenamento e,
para a jabuticaba, foi estudada a influéncia do uso da fruta inteira na extragdo e estabilidade
dos extratos. O solvente extrator que apresentou maior capacidade extratora além de
oferecer maior estabilidade aos extratos foi etanol 94% v/v. O conjunto de conservantes
Nipagin 0,01 % m/v +Nipazol 0,05 % m/v forneceu os melhores resultados, reduzindo a
degradacao das ACYS e impedindo o aparecimento de fungos. Em condicao otimizada,
foram encontrados os seguintes teores de ACYS nas frutas, expressos em mg ACYS /100 g:
40,0+0,2 em casca de jabuticaba, 153+3 em amora e 83+2 em amora preta. Estudos
comparativos de diversos procedimentos de quantificacdo de ACYS, incluindo o método
oficial e padrdées de ACYS, foram realizados, incluindo-se simplificagdes, visando aplicacédo
de rotina industrial. Medidas de absorbancia dos extratos em pH 1,0 no comprimento de
onda de absorcdo maxima das ACYS mostraram ser adequadas para quantificar ACYS totais
sem a necessidade do uso de padrdes comerciais.
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ABSTRACT

“EXTRACTION, STABILITY AND QUANTIFICATION OF ANTHOCYANINS FROM
BRAZILIAN TYPICAL FRUITS FOR INDUSTRIAL APPLICATION AS COLORANTS”

Author: Martha Maria Andreotti Favaro
Adviser: Prof. Dr. Adriana Vitorino Rossi

Anthocyanins (ACYS) are pigments found in plants that give colors from red to blue to
flowers, fruits and leaves. The proposal of analytical studies involving extraction, stability and
quantification of ACYS from different fruits takes into account the new perspectives of using
these pigments in several segments of the industry, such as, pharmaceutical, cosmetic and
food. In this work, extracts of 3 Brazilian typical frozen fruits: jaboticaba (Myrciaria culiflora),
mulberry (Morus nigra) and blackberry (Rubus sp), were studied aiming to maximize the
amount of extracted ACYS and to obtain extracts with longer durability. The studied
conditions were: type of solvent, addition of preservatives in aqueous solvent, temperature of
extraction and storage and storage time. The influence in extraction and stability of the
extracts using the whole fruit was studied for jaboticaba. Ethanol 94% v/v was the extractor
solvent which resulted in greater capacity of extraction and affered the most stable extracts.
The mixture of Nipagin 0,01 % w/v + Nipazol 0,05 % w/v preservatives provided the best
results, reducing the degradation of ACYS and preventing the fungi emergence. At optimized
conditions, the levels of ACYS in the fruits, expressed in mg ACYS /100 g were: 40,0+0,2 in
jabuticaba, 153%3 in mulberry and 8312 in blackberry. Comparative studies of different
procedures for quantification of ACYS, including the official method and the use the ACYS
commercial standards were done, including simplifications to be used in industrial routine.
The results showed that the method which uses measurements of absorbance of extracts at
pH 1,0 and at the wavelength of maximum absorption of ACYS allows easily quantify total
ACYS without necessity of using commercial standards;
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As atividades realizadas neste trabalho fizeram parte de um projeto mais amplo de
convénio de colaboracao cientifica entre a UNICAMP e a empresa Anidro do Brasil Extragdes
Ltda (processo 11-P-09209/2006) mediante interagdo com o GPQUAE - Grupo de Pesquisas

em Quimica Analitica e Educacao (Termo Aditivo 01, processo 11-P-09214/2006).

O objeto do referido Convénio é estabelecer condicdes de cooperagao técnico-
cientifica entre a UNICAMP e a ANIDRO por meio do GRUPO CENTROFLORA,
considerando a necessidade de intercambio em um conjunto de competéncias
complementares para as partes, abrangendo as atividades de disseminacdo do
conhecimento, prestacado de servicos, pesquisa e desenvolvimento, formagao e treinamento
de recursos humanos, absorcdo e transferéncia de tecnologias passiveis de aplicacado

comercial e industrial, através da interacéo e relacionamento entre as partes.
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INTRODUCAO
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1.1. Antocianinas

Pigmentos naturais que sao responsaveis pela coloracao de flores, frutas e vegetais
sdo chamados de agentes cromoforos e estdo inseridos em trés importantes classes, as
porfirinas, os carotendides e os flavondides . Os flavondides sdo subdivididos em 11
classes menores, sendo que as mais importantes sao: flavanas, flavanonas, flavonas,

isoflavonas, flavonéis e antocianinas (ACYS), ilustradas na Figura 1 .

OH
FLAVANAS

OAcucar

ISOFLAVONAS FLAVONOIS ANTOCIANINAS

Figura 1: Estruturas dos principais flavonoéides 1.6

ACYS sdo importantes flavonéides que apresentam cores visiveis ao olho humano "%,
O termo antocianina (do grego anthos = flores; kianos = azul) foi proposto em 1835 por
Marquat, referindo-se a pigmentos azuis, violetas e vermelhos encontrados em flores .
Atualmente, sabe-se que estes pigmentos sdo responsaveis pelas cores: laranja, rosa,
vermelha, violeta e azul de flores, frutas e também de folhas **°.
Uma das principais fungdes das ACYS em flores e frutas é o poder de atrair agentes
polinizadores e dispersores de sementes, além de proteger diversos tecidos da planta de
processos oxidativos, durante diversas etapas de seu ciclo de vida, principalmente em fases

iniciais do crescimento "&.
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ACYS ocorrem na natureza como glicosideos de antocianidinas e podem ser aciladas
com acidos organicos ou alifaticos como, coumarico, caféico, ferulico, p-hidroxibenzdico,
acético, maldnico, succinico, oxalico e acidos malicos %', Sua estrutura geral é derivada do

cation flavilico (Figura 2) 2

Figura 2: Estrutura do cétion flavilico '

ACYS podem ser obtidas a partir da biossintese indicada na Figura 3, a qual também

explica a presenga da carga positiva na estrutura.

o]
CO,H CO,H O O
IORTIONIE—S Ol *
+
NH
"o o o HO SCoA
Tirosina Acido p-Coumarico p-CinamoiI-CoA MalonilCoA

OH OH
HO OH
OX|dases

Antocianinas

Figura 3: Biossintese das ACYS '8
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Assim como as antocianidinas, as antocianinas possuem um grupo hidroxila nas
posicdes 3, 5 e 7. Somente nas ACYS, uma ou mais destas hidroxilas estdo ligadas a
acucares, sendo 0s mais comuns: glicose, ramnose, xilose, galactose, arabnose e frutose,
que ocorrem como mono, di e/ou triglicosideos "2,

Em ACYS, as posi¢coes ocupadas por agucares, em ordem de preferéncia, sédo: 3, 5, 7,
3’, 4 e 5. Quando ha apenas uma substituicAo com glicosideo, a posicao 3 é preferencial.
Quando dois acucares estdo presentes, geralmente um esta na posicao 3 e o outro pode
estar em 3 como um dissacarideo ou nas posicdes 5,7, 3, 4’ e 5 1812,

Os diglicosideos podem ser constituidos de isbmeros do mesmo acgucar ou
combinacdes de dois aglcares distintos; o0 mesmo ocorrendo com triglicosideos. Quando é
comparada a estabilidade das ACYS substituidas com di e/ou triglicosideos, observa-se que
estas sd0 mais estaveis que suas correspondentes monoglicosiladas 2.

O acucar presente nas moléculas das ACYS confere maior solubilidade e estabilidade
a estas substancias, quando comparadas as antocianidinas®, além de terem efeitos
determinantes nos processos de absorcdo e excrecdo das ACYS em ratos e seres

humanos .

A Figura 4 ilustra a estrutura genérica de algumas ACYS.

Antocianina Grupo R Grupo R’ Grupo R”
Cianidina 3-glicosideo OH H glicose
Cianidina 3-galactosideo OH H galactose
Cianidina 3-rutinosideo OH H rutinose
Delfinidina 3-glicosideo OH OH glicose
Pelargonidina 3-glicosideo H H glicose

Malvidina 3- glicosideo OCHjs OCHg; glicose
Peonidina 3-glicosideo OCHj3 H glicose

Figura 4: Estrutura genérica de algumas antocianinas '®.

Na Figura 4, o grupo R” é sempre representado por aglcares, 0 que caracteriza as

ACYS; quando este grupo € um H, trata-se de uma molécula de antocianidina.
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A coloracdo das solugdes de ACYS sofre influéncia do niumero de hidroxilas, grupos
metoxilas e glicdlicos presentes na estrutura. Quanto maior o numero de metoxilas, mais
intensa é a cor vermelha; enquanto que mais hidroxilas e grupos glicélicos intensificam a cor

azul .

O grau de hidroxilacao e metoxilacdo também se relacionam com a estabilidade das
ACYS, que aumenta com o nimero de metoxilas e diminui com o nimero de hidroxilas >'>
6. Além disso, outros fatores também podem influenciar na coloracdo das solugdes de
ACYS, tais como: presenca de pequenas quantidades de outros pigmentos, quelacao com
metais, pH do fluido da célula vegetal e copigmentagdo com outros flavonoides >'".

A forma estrutural das ACYS quase planar com extensa deslocalizacao eletrénica

1,12 |3+

facilita a formacdo de complexos "2, fons metalicos trivalentes tais como AI** e Fe** sdo os
principais responsaveis pela complexacdo de ACYS com metais, enquanto Ca®*, Mg** e K*
que sado mais abundantes nos tecidos das plantas, aparentemente ndo formam complexos

com as ACYS "2,

O principal mecanismo de estabilizagdo de ACYS em solugdo é a copigmentagao '/,
que pode envolver interagdes inter ou intramoleculares. As interagdes intermoleculares
podem ocorrer por associa¢cao de 2 ou mais moléculas de antocianina, envolvendo ou nao
um ion metalico. Também podem ocorrer por associagdo com outros compostos fendlicos,
proteinas, agucares acidos, nucléicos, acidos organicos e minerais, aminoacidos, alcaldides
e outros flavondides. Todos esses fatores levam a uma protecado efetiva contra o ataque
nucleofilico pela agua, principalmente nas posicoes 2 e 4, sendo confirmada por espectros
de RMN-H 1,13,17-18.

ACYS aciladas tém sido alvo de estudos, pois sdao mais resistentes a hidrolise e aos
efeitos de variacédo de pH, sendo mais estaveis em sistemas naturais quando comparadas as
ACYS n&o-aciladas 2'%'°. Acido fertlico, um derivado do 4cido cinamico, constitui o principal
grupo acila na estrutura de ACYS aciladas '®. Porém, poucas sdo as espécies vegetais ja
citadas que apresentam maiores quantidades de ACYS aciladas, como é a cenoura preta ?,

que nao é tipicamente encontrada no Brasil.



Favaro, M. M. A. Dissertacao de Mestrado 11

No inicio do século XX, Willstatter e Robinson relacionaram as ACYS como sendo
pigmentos responsaveis pela coloracao de diversas flores e que seus extratos apresentavam
cores que variavam em funcdo do pH do meio em que se encontravam 2.

A propriedade das ACYS apresentarem diferentes cores, dependendo do pH do meio,

faz com que esses pigmentos possam ser utilizados como indicadores naturais de pH 2°%'.

Varios autores tém estudado as propriedades indicadoras de pH das ACYS para

aplicagdes didaticas no Ensino de Quimica, para determinar o pH de materiais de uso

doméstico, para indicar o ponto final de titulagdes &cido-base, dentre outras 222>,

A Figura 5 ilustra as transformacbes estruturais das ACYS em solucdo com a

mudanca de pH do meio *13%,

OH
+
H
pH 1,0-2,0 _ pH 6,5-8,_0
cation flavilico, vermelho anidrobase, violeta
H ]| oH™ /st? 5 A -
-H0||*H,0 R QT H[oH R
x o
(o)
Rl
OAcucar
OH
pH 9,0-12,0
b.pH|<.6’0| + - anidrobases, azuis
carbinol, incolor o
+
L
OH™
pH 13,0-14,0
pseudobase chalcona, amarelo

Figura 5: Transformacdes estruturais de ACYS com mudancas no pH do meio®'%2°.
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Atualmente observa-se um crescente interesse no uso de ACYS em diversos
segmentos, dentre os quais se destacam as industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética,
onde podem ser aplicadas, por exemplo, como corantes, principalmente corantes vermelhos
0s quais sa0 os corantes naturais mais dificeis de encontrar na natureza em forma estavel .

A principal funcdo dos corantes em produtos industrializados é proporcionar a
melhoria na aparéncia dos mesmos, deixando-os mais parecidos aos produtos naturais e
mais agradaveis, portanto, aos olhos do consumidor, que, desta forma, € estimulado a
consumir o produto, ja que aparéncia, ou seja, cor, sabor e odor tém um papel
importantissimo na aceitacdo de produtos industrializados °.

Corantes sintéticos sao largamente utilizados para os mais diversos fins e dominam as
aplicacbes em alimentos, tecidos e farmacos, principalmente por apresentarem alta
estabilidade as variacées de condigdes de uso '°. Ha publicacdes de estudos do Codex
Alimentarius, érgao ligado a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que ja fundamentaram a
banicdo de alguns corantes sintéticos em todos os paises 2. Em 1987, a portaria n® 02 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) relatou a proibicdo de alguns corantes
sintéticos como: o vermelho sélido, que era usado para recheios e revestimentos de
biscoitos; o escarlate GN, aplicado em recheios de confeitarias, além do azul de alizarina,
corante que era usado em 6leos emulsionados e gelatina, dentre outros 2.

Portanto, devido a toxicidade de alguns corantes sintéticos e a proibicdo do uso de
alguns deles, nota-se um crescente interesse por corantes obtidos a partir de fontes
naturais '%%"28_ Porém, o destaque dos corantes naturais tem sido gradual, j4 que os
corantes sintéticos tém vantagens dificeis de superar. Corantes sintéticos possuem maior
capacidade tintorial, representada pela melhor fixacdo nos produtos, com cores mais
intensas e menor custo, devido ao uso de dosagens menores e preco inferior 2. Além disso,
sua estabilidade é bastante superior a dos corantes naturais.

As fontes naturais de corantes mais pesquisadas desde a década de 90 englobam as
principais familias cromaticas dos corantes naturais: os carotendéides, prevalecendo aqueles
de coloracdo amarela e laranja; os porfirinicos, de coloragdo verde, e os flavondides,
principalmente aqueles de cor vermelha, como as ACYS .
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ACYS sdo sempre lembradas como alternativas para corantes sintéticos,
principalmente para alimentos e cosméticos pela coloragdo vermelha, além de seus
possiveis beneficios a satde '%?°. Nos EUA, por exemplo, extratos concentrados de cascas
de uvas contendo ACYS estdo comercialmente disponiveis para uso como corantes, porém,
ainda isentos de certificacdo '%%°.

Além das uvas, as ACYS sao, na sua maioria, obtidas a partir de frutas e legumes,
entre essas fontes estdo: blackcurrant, raspberry, cranberry, mirtilo, cenoura preta, milho

roxo e rabanete 22,

Além dos atributos da coloracdo das ACYS, o interesse no uso desses compostos tem
sido intensificado devido a seus possiveis beneficios & satde ’. Relatos cientificos apontam

o uso de ACYS para controle de pressao arterial e como agente contra o diabetes e a

hipoglicemia 33",

|32

Outros estudos apontam também acao favoravel na prevencao de

| 31, 33-34

colesterol *2, propriedades antiinflamatérias 2’ e aumento da acuidade visua

ACYS também sao agentes promissores na prevencao de doencas degenerativas

837 mal de Alzheimer e doencas cardiovasculares®’, devido a suas

como cancer
propriedades antioxidantes #"**®, Ja foram descritos estudos biolégicos em laboratério
indicando que ACYS possuem um papel importante como protetor da oclusdo de artérias
cerebrais e da isquemia cerebral em ratos ¥ e promovem apoptose em culturas com células
leucémicas 0.

Com relacao ao metabolismo, apesar de dietas com altos teores de ACYS serem
associadas com aspectos biol6gicos desde a década de 1990, a atividade bioldgica in vivo
de ACYS, incluindo bioabsorcao e subseqliente metabolismo, ndo era fundamentada. Sabia-
se que para atingir um efeito biolégico num determinado 6rgao ou tecido (com excecao do
trato gastrointestinal), componentes bioativos deveriam estar disponiveis na dieta, sendo
efetivamente absorvidos, transportados pelo sistema circulatério e, entdo, depositados no
sitio apropriado. Algumas pesquisas mostraram que ACYS permanecem intactas quando
passam do trato digestivo para a circulagcdo sangliinea em mamiferos. Estudos com seres
humanos apontaram que ACYS aparecem no plasma sanglineo, em niveis

farmacologicamente ativos, depois de uma alimentacéo rica em frutas e legumes "*2.
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ACYS também possuem um papel importante na nova categoria chamada
“‘cosmecéutica”, termo criado hd mais de 20 anos pelo Dr. Albert M. Kligman para classificar
os compostos que reunem efeitos benéficos estéticos com possiveis beneficios a saude
desses compostos, o que ainda é motivo de discussdo. Produtos chamados cosmecéuticos,
vém sendo cada vez mais utilizados para tratamentos de pele e as ACYS despertam
interesse para este tipo de aplicacdo devido a suas caracteristicas antioxidantes 2”**3%4_No
Brasil, de acordo com Josineire Melo Costa Sallum, gerente geral de cosméticos da
ANVISA ®, é essencial definir claramente o que sdo os cosmecéuticos para distingui-los
dentre cosméticos e medicamentos a fim de se debater uma politica de vigilancia relativa aos
cosmecéuticos **. Isto ilustra a relevancia de estudos das propriedades de ACYS a fim de
fundamentar o desenvolvimento de novas aplicacoes.

Mishra, Dolan e Yang *°, chamaram essa nova classe de compostos, dentre os quais
se incluem as ACYS, de “nutracéuticos”, para indicar componentes de alimentos conhecidos
por seus beneficios a saude, prevencdo de doencas ou propriedades medicinais. Os
nutracéuticos ndo agem somente como corantes, mas também representam potenciais

beneficios a salde, principalmente com propriedades antioxidantes e antiinflamatérias *°.

O uso industrial de ACYS como corantes ainda é restrito devido a algumas limitagées,
dentre as quais se pode citar a baixa estabilidade e a capacidade corante reduzida, quando
comparadas a corantes sintéticos, além de dificuldades na etapa de purificagdo. A isto,
soma-se o fato de ACYS atualmente serem comercializadas a precos elevados (por exemplo,
padroes de cianidina-3-glicosideo US$ 942,00/mg, malvidina 3-glicosideo US$ 852,00/mg,
peonidina-3-glicosideo US$ 2369,00/mg).”

Como fatores limitantes para a producdo dos padrées de ACYS a partir de fontes
naturais, como a cianidina-3-rutinosideo e a cianidina-3-galactosideo *¢ estdo a dificuldade
para isolamento e purificacdo, etapas de um processo de dificil implementacao que envolve
grande numero de etapas, que reduzem o rendimento do processo, elevando
consideravelmente o custo do produto final . Dificuldades anélogas sdo observadas nos
processos de sintese de algumas ACYS comercializadas com precos elevados (por exemplo,

pelargonidina-3-glicosideo e cianidina-3-glicosideo) *'.

* Valores do catélogo Sigma-Aldrich 2007.
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As novas perspectivas do uso de ACYS apontam a necessidade de desenvolver e/ou
aperfeicoar métodos de extragdo, avaliacdo da estabilidade e quantificacdo desses
pigmentos visando aplicacdo em escala industrial.

1.2. Extracao

A escolha do método de extracido de ACYS depende da proposta de aplicacao, no
caso de aplicacao industrial como é o foco do presente trabalho, é importante que seja um
método simples, rapido, de baixo custo e que utilize solventes extratores de baixa toxicidade.

ACYS sao soluveis em agua e podem ser facilmente extraidas com solventes polares.

Solventes alcodlicos, como metanol e etanol, sdo os mais utilizados ''+1927:384849  Muitos

trabalhos tém empregado solventes extratores alcodlicos acidificados %’

para favorecer a
extracdo, pois auxilia a penetracdo do solvente nos tecidos das frutas e vegetais, além de
aumentar a estabilidade dos extratos por dificultar o aparecimento de fungos que degradam
as ACYS.

O uso de solventes acidos para a extracédo de ACYS deve ser cauteloso, pois excesso
de acido pode levar a formagdo de antocianidinas e outros flavondides por hidrélise. Em
estudos quantitativos, a hidrélise das ACYS poderia gerar resultados superestimados da
quantidade total de ACYS presentes na espécie estudada, principalmente se o método de
analise empregado for espectrofotométrico por quantificar somente ACYS totais °.

O aquecimento durante a extracdo também deve ser cauteloso, pois estudos
realizados indicaram que as ACYS séo termicamente estaveis somente até 60°C 0.

Alguns trabalhos tém empregado também o uso de acetona para extracdo de ACYS,
com posterior secagem em rotaevaporador a 30°C >, A principal vantagem da acetona
como solvente extrator seria a maior facilidade de secagem dos extratos apds o término do
processo de extracao, por se tratar de um solvente mais volatil e conseqiientemente requerer
uma temperatura de ebulicdo menor. Porém, a aplicacdo da acetona como solvente extrator
em rotina industrial ndo € vantajosa devido a maior toxicidade e periculosidade quando

comparada com solventes aquosos e alcodlicos.
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O processo de secagem dos extratos é um fator muito importante e se faz necessario
por diversos motivos, como, dentre outros, a facilidade de armazenamento do produto final e
sera discutido posteriormente.

1.3. Estabilidade

A estabilidade de ACYS é influenciada por diversos fatores: temperaturas de extragao

e de armazenamento > 48

, exposicdao a luz™, variacbes de pH e acdo de agentes
oxidantes 19927 A interacdo destes parametros também pode afetar a estabilidade. Por
exemplo, para extratos de jamboldo, a temperatura e o tempo de armazenamento
influenciam menos que 1% na degradacdao de ACYS, enquanto que o efeito do pH é de
87% .

A temperatura de extracdo deve ser cuidadosamente controlada, pois se sabe que
ACYS sio termicamente estaveis até 60°C **°°. Por serem sensiveis ao aquecimento, altas
temperaturas podem afetar a concentracdo de ACYS nos extratos por favorecer a extracao
conjunta de acidos fendlicos e taninos, além de complexacées ACYS com proteinas, o que
compromete a estabilidade dos extratos °'.

A temperatura de armazenamento também é um fator que influencia na degradacao
de ACYS e no aparecimento de fungos nos extratos. Estudos indicam que extratos
armazenados a baixas temperaturas sdo mais estaveis quando comparados aqueles
armazenados a temperatura ambiente 2°+°°,

Extratos de ACYS sado mais estaveis sob protecdo da luz quando comparados aqueles
que permaneceram expostos a luz. A radiacao UV interage no extrato de maneira a facilitar
reacdes como, por exemplo, copigmentagdo com outros compostos presentes alterando a
estabilidade das ACYS, além de favorecer a formagao de produtos de degradacéo oxidativa
das ACYS que possuem coloragdo marrom “>°°¢,

Solugdes muito acidas na presenca de agentes oxidantes favorecem a hidrélise acida
das ACYS, o que afeta a estabilidade dos extratos. Solucbées muito alcalinas levam a

formacéo irreversivel da cis-chalcona ionizada ?° (Figura 6), de cor amarela em solugao.
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Figura 6: Estrutura da cis-chalcona ionizada .

1.4. Quantificacao

A quantidade e a identidade das ACYS nos vegetais também estdo relacionadas a
fatores genéticos e ambientais, como: condi¢des de cultivo, tempo de plantio, exposicao a luz
UV e método de colheita. Por esse motivo, a comparacdo de teores de ACYS dentre
diferentes culturas de um mesmo vegetal, como frutas, ou dentre culturas e vegetais
diferentes pode gerar resultados bastante distintos. Estudos indicam que, mesmo sob iguais
condicoes de cultivo, crescimento e fertilizacdo podem-se observar variacées de identidade e
quantidade das ACYS, como em Rubus sp no trabalho de Siriwoharn e colaboradores e

Morus Alba e Morus nigra no trabalho de Syvacy & Sékmen °"8,

Ha diversos métodos descritos na literatura para quantificar ACYS (totais ou
individuais), dentre os quais se destacam aqueles que envolvem: polarografia’,
colorimetria ', espectrofotometria UV-VIS '*9%2 cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)' e espectrometria de massas 2.

A quantidade de ACYS totais em extratos brutos € determinada principalmente por
espectrofotometria UV-VIS. Dentre os métodos utilizados destacam-se os métodos de Petri

et al®, Sondheimer & Kertesz® e Fuleki & Francis 8'62

, este Ultimo ja com algumas
adaptacdes introduzidas por Giusti & Wrolstad .

A maioria dos métodos espectrofotométricos baseia-se nas transformacoes estruturais
sofridas pelas ACYS em funcdo de mudancas do pH do meio e na intensa absorcdo do

céation flavilico ©°.

' A partir deste ponto no texto, CLAE ser4 citada pela sua sigla em inglés: HPLC.
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O método oficial AOAC International para quantificacdo de ACYS ®° foi descrito por
Lee, Durst & Wrolstad e é baseado no método do pH diferencial e nas transformacdes das
ACYS em diferentes pHs .

Sondheimer &Kertesz ®°, em 1948, foram os primeiros a introduzir a idéia de realizar
medidas de absorcdo em diferentes valores de pH para realizar estudos de quantificagao de
ACYS. Eles utilizaram medidas em pH 2,0 e 3,4 para quantificar ACYS em geléia de
morango .

Detalhes do procedimento e forma de obtencao dos resultados desses métodos serao

apresentados na parte experimental e na sessao de resultados e discussao.

Atualmente, nota-se grande numero de trabalhos de quantificacdo de ACYS por
métodos utilizando HPLC, pois além de quantificar permitem obter informag¢des mais
detalhadas sobre os extratos estudados *'%%¢7° Porém, esses métodos para determinagéo
de ACYS totais ou individuais por HPLC podem ter sua aplicagdo em rotina industrial
inviabilizada por demandarem o uso dos caros padrées comerciais, além de uma etapa
prévia de identificacdo das ACYS presentes nos extratos.

Nesta dissertacdo, foram abordados os métodos espectrofotométricos de Petri et al *,

6162 hara quantificacdo de ACYS totais nas frutas

Sondheimer & Kertesz ® e Fuleki & Francis
estudadas, além de adaptacdes que foram realizadas no método do pH diferencial visando
simplificacdo do método, pois estes métodos apresentam caracteristicas favoraveis para
aplicacao industrial como desempenho relativamente satisfatorio, rapidez, baixo custo e néo
requerem o uso de padrées de ACYS.

Posteriormente, foi realizado um estudo comparativo entre os resultados desses
métodos e suas adaptacodes. A partir dos resultados obtidos foi elaborado um protocolo de
analise para aplicacao industrial.

Condicdes de HPLC otimizadas por Terci para identificacdo de ACYS 2° também foram
empregadas para teste de método de quantificacdo total de ACYS a partir de padrdes
comerciais visando comparacao com resultados dos métodos espectrofotométricos. Além

disso, foram realizados estudos tentativos para quantificacdo de ACYS individuais.
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Vale ressaltar que os diferentes métodos de quantificacdo possuem diferentes
condi¢des de solubilizacdo do material inicial para subsequiente analise. Em fungéo disso,
torna-se importante uma etapa de secagem dos extratos recém preparados para dar inicio
aos procedimentos, o que também € importante para facilitar o armazenamento e eventual
comercializacdo dos extratos. Essa etapa foi estudada neste trabalho e sera discutida na

parte experimental.

1.5. Fontes de Antocianinas
As fontes de ACYS utilizadas no presente trabalho foram: amora (Morus nigra), amora
preta (Rubus sp) e jabuticaba (Myrciaria cauliflora).

1.5.1. Amora (Morus nigra):

Pertencente a familia Moraceae, nativa da China e Japao, conhecida em inglés por
mulberry. Frutifica no Brasil de setembro a novembro; é cultivada em quintais ou pomares.
Dificilmente é comercializada in natura por sua estrutura fragil e baixa estabilidade para
armazenamento .

Geralmente seus frutos séo utilizados para preparo de geléias e compotas. As folhas
comumente sdo utilizadas na sericultura como alimento bésico do bicho-da-seda. A &rvore €
ornamental pelo efeito de sua folhagem em regides de clima mais ameno como no sul e
sudeste do Brasil. E empregada no paisagismo e na arborizagdo urbana 2.

Figura 7: Foto ilustrativa da amora (Morus nigra) "°.
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1.5.2. Amora Preta (Rubus sp):

Pertencente a familia Rosaceae; a amoreira preta é uma frutifera de grande potencial
para regioes de clima temperado. Muitas espécies de amoreira preta sao nativas do sul do
Brasil e frutificam de outubro a fevereiro. Essas espécies possuem vida pds-colheita curta
devido a sua fragilidade e sdo conhecidas por blackberry ™.

E uma espécie arbustiva com porte ereto ou rasteiro; seus frutos pesam em média 5 g

e sao apreciados por animais e homem devido seu sabor adocicado e levemente &cido.

Assim como a amora, a amora preta possui o problema de perda de agua ocasionando perda
75-76

de peso e a depreciacado da qualidade da fruta

Figura 8: Foto ilustrativa da amora preta (Rubus sp) ”.

1.5.3. Jabuticaba (Myrciaria cauliflora):

Pertencente a familia Myrtaceae e é uma arvore frutifera nativa da Mata Atlantica,
principalmente da mata pluvial e das submatas de altitude. Ocorre desde o Mato Grosso do
Sul e Minas Gerais até o Rio Grande do Sul, € mais comumente encontrada nos estados de
MG, ES, RJ, SP e PR. Frutifica duas vezes por ano, de janeiro a fevereiro e de novembro a

dezembro.
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No Brasil, o consumo de jabuticaba comegou com os indios que saboreavam esse

fruto tanto na forma natural como fermentada. O nome vem do Tupi, aiouti kaua, que significa
35,78-79

fruta de que se alimenta o jabuti

Figura 9: Foto ilustrativa da jabuticaba (Myrciaria cauliflora) .

A arvore possui normalmente 7,0 metros de altura, o tronco ramificado de casca fina e
muito lisa, que se descama anualmente em placas. As folhas pequenas sdo avermelhadas
quando novas. As flores sdo brancas e presas diretamente no caule e ramos. Os frutos sao
chamados bagas de até 3,0 cm de didmetro; as cascas de avermelhada até quase preta com
polpa branca, agridoce, comestivel, saborosa, com uma Unica semente °'.

Os frutos sdo consumidos in natura ou como geléias. A polpa fermentada produz licor.
A casca é adstringente, Util contra diarréia e irritacoes da pele. A madeira é utilizada para

utensilios domésticos pela elevada durabilidade ®'.
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CAPITULO 2:
OBJETIVOS
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O presente trabalho foi realizado visando:

- Desenvolver procedimento para obtencao de extratos estaveis e com altos teores de
ACYS a partir das frutas estudadas, em condicoes viaveis para adaptacao e aplicacdo em

escala industrial.

- Avaliar os diferentes métodos de quantificacdo de ACYS descritas na literatura para
comparacao de desempenho e elaboragédo de proposta de quantificacao simplificada e custo
reduzido, a fim de estabelecer um método para andlises de rotina para controle de qualidade

de extratos obtidos em escala industrial.

- Outro aspecto abordado no presente trabalho foi a obtencédo de um concentrado de
ACYS a partir dos extratos das frutas para uso nos diferentes métodos de quantificacdo nos

quais diferentes solventes sdo empregados.

As frutas estudadas neste trabalho foram Myrciaria cauliflora (jabuticaba), Morus nigra

(amora) e Rubus sp (amora preta).
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CAPITULO 3:
PARTE EXPERIMENTAL
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3.1 Consideracoes Gerais

As frutas utilizadas neste trabalho foram Myrciaria cauliflora (jabuticaba), Morus nigra
(amora) e Rubus sp (amora preta). No caso, da jabuticaba, utilizou-se a fruta comercializada
para consumo humano (referida neste texto como jabuticaba) e o refugo (assim referido
neste texto), constituido de frutos ndo comercializaveis para consumo humano e que ja
sofreram degradacéao por intempéries da natureza como vento, chuva ou ataque de passaros
estando ainda fixados na jabuticabeira ou ja caidos dela.

As duas espécies de amoras foram colhidas em uma fazenda na regido de Botucatu
(SP); a jabuticaba e o refugo foram colhidas em Casa Branca (SP).

Todas as frutas utilizadas foram fornecidas congeladas pela empresa Anidro do Brasil
Extracdes Ltda, responsavel pela aquisicdo junto a produtores e pela identificacdo das
espécies.

Para o inicio do trabalho, foram empregadas frutas colhidas no periodo de julho a
novembro/2005, acondicionadas em frascos de 700 g e refrigeradas a ~-11°C logo ap6s a
colheita. Para a segunda etapa de estudo, as frutas foram colhidas no periodo de julho a
novembro/2006 e acondicionadas analogamente. O transporte foi realizado em caixas de
isopor devidamente refrigeradas. Para realizacao dos experimentos, as por¢cdes necessarias

de frutas eram removidas do freezer e mantidas a temperatura ambiente até degelo.

3.2. Reagentes, Materiais e Equipamentos

3.2.1. Reagentes:

Acetato de sodio anidro PA (Synth), acetonitrila 99,9 % (Merck), acido acético glacial
99,7 % PA (Synth), acido cloridrico PA (Synth), acido férmico 85 % PA (Synth), agua corrente
potavel?, agua deionizada (deionizador MilliPore Milli-Q Plus), 4gua destilada (destilador de
vidro), alcool de cereais 93,8°INPM (EMFAL), carbonato de sédio anidro PA (Synth), citrato
de sddio PA (Synth), , cloreto de potassio PA (Synth), etanol PA 99,5 % (Synth), fenoxietanol
(Embrafarma), metanol grau HPLC (TEDIA), nipagim (Synth), nipazol (Synth), sorbato de
potassio 98 % (Chenco), vermelho do Congo (VETEC).

> Informagbes de caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas da &gua corrente empregada sao
apresentadas no ANEXO 1
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3.2.2. Padroes de ACYS:

Cloreto de cianidina-3-galactosideo >90 % HPLC (SIGMA), cloreto de cianidina-3-
glicosideo > 95 % HPLC (SIGMA), cloreto de cianidina-3-rutinosideo > 98 % HPLC (SIGMA),
cloreto de cianidina-3,5-diglicosideo >90 % HPLC (SIGMA), cloreto de malvidina-3-
glicosideo >90% HPLC (SIGMA), cloreto de pelargonidina (SIGMA), cloreto de
pelargonidina-3-glicosideo > 97 % HPLC (SIGMA), cloreto de peonidina-3-glicosideo > 97 %
HPLC (SIGMA).

3.2.3. Solucées de pH conhecido ajustadas com pHmetro *°%2:

X/
L4

pH 1,0: cloreto de potassio (KCI) 0,2 mol L™ + acido cloridrico (HCI) 0,2 mol L™

pH 2,0: citrato de sédio (NazCsHs07) 0,2 mol L™ + &cido cloridrico (HCI) 1,0 mol L™
< pH 3,4: citrato de sédio (NazCgHs07) 0,2 mol L™ + &cido cloridrico (HCI) 1,0 mol L
< pH 4,5: acetato de sédio (NaCzH30») 2,0 mol L™ + acido cloridrico (HCI) 0,2 mol L™

R/
L X4

>

3.2.4. Materiais e Equipamentos:

+ Medidas de pH: pHmetro Analyser 300 e eletrodo de vidro Analion V620.

< Extracao: Banho termostatizado Templette TE-8D Refrigerator Bath ESRB-11
Techne.

% Medidas espectrofotométricas: espectrofotometro Biotech Pharmacia Ultrospech

2000, espectrofotdbmetro HP 8452A Diode Array e cubetas de quartzo 1,0 cm de
caminho 6ptico (Q4-Biocel).

% Armazenagem dos Extratos: geladeira GE TMNF-E

% Secagem dos Extratos: evaporador rotativo RE 111 acoplado a banho

termostatizado Biichi 461 Water Bath e capela laboratorial com vazdo 0,6 m s com
abertura de 28 cm?.

% Centrifugacao: Centrifuga Exalsa Il, Modelo 206 BL, FANEM, rotacao 2000 RPM

por 2 min.

® Valores obtidos com Anemémetro LT Lutron, modelo AM-4202 em avaliagdo da Comissdo de Segurancga do
Instituto de Quimica, conforme relatério apresentado no ANEXO 2.
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% Analises de HPLC: Cromatdgrafo Shimadzu Prominece coluna C18 (tipo ODSZ2,

comprimento = 25,0 cm, didmetro interno = 4,6 mm, tamanho de particula = 5 um e
tamanho de poro = 100 A, Varian, Microsorb MV) e detector com arranjo de diodos
SPD-M20A.

< Pesagem dos padrdes de ACYS: Balanca Mettler Toledo AX205 Delta Range.

Toda vidraria volumétrica foi devidamente calibrada e quando necessario, foram

realizadas as padronizacdes recomendadas pela literatura 884,

Para otimizacdo do processo de extracdao de ACYS das frutas, foram estudadas
variaveis para obtencao de extratos brutos, visando maximizar a concentracao de ACYS e a
durabilidade dos extratos. Para isso, as extracdes foram realizadas em diferentes solventes e
temperaturas, variando-se a proporcao fragdo da fruta fonte de ACYS : solvente, com frutas

em diferentes condicbes e duas condicoes de armazenamento dos extratos.

3.3. Procedimentos Experimentais

3.3.1. Extracao

Foram estudadas as seguintes variaveis: tipo de solvente extrator, temperatura de
extracao e propor¢cdo massa da fragcdo da fruta : volume do solvente no caso da jabuticaba e
do refugo para verificar a influéncia da polpa no processo de extracao, pois se sabe que as
ACYS concentram-se nas cascas desses frutos. Partiu-se da proporcao 1:3 massa da fracao
de fruta:volume de solvente, otimizada por Terci *°. A quantidade inicial de massa de fruta ou
massa da fracao da fruta para preparacao dos extratos foi da ordem de 30 g.

Os solventes extratores testados foram: agua destilada, agua corrente, etanol:acido
acético 1 % (v/v) 85:15 (v/v), alcool de cereais e etanol 94 %.

As extracoes em solventes aquosos foram realizadas a 55°C por 30 minutos e a 25°C
por 24 horas com solventes alcodlicos.
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O desempenho dos procedimentos de extracao foi avaliado em funcédo da quantidade
total de ACYS extraida, considerada proporcional a absorbancia no comprimento de onda de
absorcdo maxima (Amax) de cada extrato. Este valor foi expresso em termos de porcentagem

de ACYS presentes no extrato.

A alguns extratos obtidos em agua corrente foram acrescentados conservantes
(estruturas apresentadas na Figura 10): 0,25 % m/v de fenoxietanol, 0,20 % m/v de sorbato
de potassio e uma combinagcdo de 0,01 % m/v de nipagim + 0,05 % m/v de nipazol para
estudo de seu efeito na estabilidade dos extratos.

Estes conservantes sdo de uso comum em extratos vegetais comercializados para fins

alimenticios ou farmacéuticos e por isso foram utilizados neste estudo.

O—CH,CH,OH | cl:
e 0y T Yo
Sorbato de Potassio Fenoxietanol Nipagim Nipazol

Figura 10: Estrutura dos conservantes utilizados nos estudos de estabilidade %

Sorbato de Potassio (hexa-2.,4-dienoato de potassio): E conservante de uso

geral, sendo o sal mais comum por ser mais soluvel em agua quando comparado ao acido
sorbico. Nao se utiliza em associagcdo com outros conservantes, sendo amplamente usado
na industria alimenticia como fungicida e bactericida. O sorbato de potassio é nao-irritante e
nao-sensibilizante. Reacdes alérgicas sao muito raras e ele é bem tolerado quando

administrado internamente, toxicidade: LD 50 > 2000 mg/kg 5.

Fenoxietanol (2-fenoxi-1-etanol):. Também néo é utilizado em associagdo com

outros conservantes e seu uso é devido a atividade antimicrobiana. Possui baixa toxicidade:
LD50 oral > 1500 mg/kg 2%,
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Nipaqgin (metil 4-hidroxibenzoato) e Nipazol (propil 4-hidroxibenzoato):

Possuem amplo espectro de acdo antimicrobiana, efetivos em baixas concentracdes, baixa
toxicidade. Quimicamente estaveis em solucdo aquosa, mantém sua atividade de pH 4,0 a
8,0, porém possuem solubilidade reduzida em &agua, a qual pode ser aumentada com a
temperatura. Geralmente sao utilizados em conjunto. Também possuem baixa toxicidade,
LD50 oral > 1500 mg/kg %%,

+ 3.3.1.1. Jabuticaba e Refugo

Antes do inicio dos testes de condicoes de extracdo de jabuticaba e refugo, foi
realizado um estudo para estimar a porcentagem de casca na jabuticaba e no refugo. Esta
informacao seria considerada posteriormente para avaliacdo do efeito do uso da fruta inteira
e de diferentes proporgdes casca:polpa no processo de extracdo. Este estudo foi realizado a
partir da medida das massas das frutas inteiras e das cascas dessas frutas, em 5 replicatas
das diferentes remessas.

Mantendo-se a proporcao da fracdo de fruta:solvente 1:3 (m/v), mas considerando-se
a porcentagem de cascas nas frutas, foram testadas as condicoes para extracéo

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Condicoes de extracao testadas.

Condicao Proporcao casca:polpa

I apenas casca:solvente 1:3 (m/v) (fonte de ACYS 1:3 solvente)

Il casca + polpa:solvente 1:3 (m/v) (fonte de ACYS 1:~6 solvente)

Il casca + polpa:solvente ~2:3 (m/v) (fonte de ACYS 1:3 solvente)

Série 1: A primeira série de experimentos foi realizada utilizando-se 2 solventes

extratores aquosos: agua corrente” e agua destilada.

As frutas foram descascadas manualmente utilizando-se luvas de latex (Descarpack) e
as massas adequadas maceradas foram imersas nos solventes e aquecidas sem agitacao a
55+1°C em banho termostatizado, por 30 minutos, seguindo-se filtracdo em papel de filtro

qualitativo (Qualy, 14 mm) para posterior medida espectrofotométrica.

* Informagbes das caracteristicas fisico-quimicas e microbioldégicas da agua corrente empregada sio
apresentadas no ANEXO 1.
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Os procedimentos foram realizados em duplicata e toda a série de duplicatas foi
repetida com frutas de remessas distintas.

Série 2: Utilizando-se jabuticaba e refugo, a segunda série de experimentos foi

realizada com um novo conjunto de solventes extratores, sendo eles: agua corrente,
etanol:acido acético 1 % (v/v) 85:15 (v/v), alcool de cereais e etanol 94 % nas condigdes | e
[l da Tabela 1 e os procedimentos foram realizados em triplicatas.

< 3.3.1.2. Amora e Amora Preta

O processo da extracao para as amoras foi realizado com a fruta inteira macerada, na
propor¢ao 1:3 fruta:solvente (m/v). Nestes testes, foram utilizados os seguintes solventes
extratores: agua corrente, etanol:acido acético 1 % (v/v) 85:15 (v/v) e alcool de cereais.

Os procedimentos de extracao foram realizados como descrito em 3.3.1., de acordo
com o solvente extrator utilizado, seguindo-se filtracdo em papel de filtro qualitativo (Qualy,
14 mm) para posterior medida espectrofotométrica. Os procedimentos foram realizados em

triplicata a partir da extracao.

+ 3.3.1.3. Verificacao da perda de ACYS por “extracao indireta”:

Como ja foi citado, as frutas foram recebidas e mantidas armazenadas em frascos
plasticos de 700 g. Apos o degelo para posterior utilizagao, observava-se um residuo liquido
de coloragao caracteristica das ACYS no fundo do frasco. Considerou-se este residuo liquido
como produto de uma “extragdo indireta”, devido ao contato das frutas com a agua do
degelo.

Com o objetivo de verificar a perda de ACYS nesse residuo liquido, inicialmente, as
cascas das jabuticabas contidas no frasco foram pesadas e, apds uma extracao utilizando-se
agua corrente como solvente extrator, estimou-se a quantidade de ACYS nessas cascas por
medidas de absorbancia no Ay das ACYS.

Em seqguida, a partir da quantidade de ACYS contida no residuo liquido, também
estimada por medidas de absorbancia no mesmo comprimento de onda, foi calculada a
perda de ACYS por “extracdo indireta”, discriminada no capitulo 4, item 4.1.3 (pagina 50).
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3.3.2. Estabilidade

Os testes de estabilidade foram realizados variando-se a temperatura e o tempo de
armazenamento. Para jabuticaba e refugo, também foi observada a influéncia do uso da
polpa juntamente com as cascas na estabilidade do extrato.

Todos os extratos obtidos foram armazenados em frascos de vidro ambar, metade
armazenada a temperatura ambiente em armarios escuros (Tamp), ~25°C, e 0 restante
armazenado sob refrigeracdo em geladeira (Trerig) @ ~8 °C.

Periodicamente, foram obtidos espectros eletrdnicos de amostras dos extratos para
verificacdo da degradacao das ACYS, incluindo a observagao de aparecimento de fungos e
modificac6es na coloracdo avermelhada caracteristica da solugcao das ACYS.

Nos casos onde houve aparecimento de fungos, o extrato era centrifugado e obtinha-
se 0 espectro UV-VIS do sobrenadante. O monitoramento dos extratos era interrompido
apenas quando se observava a perda da coloragao avermelhada dos extratos.

Os extratos armazenados em T,mp foram monitorados em média durante 60 dias
quando se observava a perda da coloracdo avermelhada caracteristica das ACYS. Ja os

extratos armazenados a Trefig foram monitorados em média por 300 dias.

% 3.3.2.1. Teste com Conservantes:

Extratos de casca de refugo obtidos com agua corrente foram acrescentados de
conservantes para estudo de seu efeito na estabilidade.

As cascas, na proporcao 1:3 fruta:solvente (m/v), foram maceradas, imersas no
solvente e levadas a aquecimento a 55°C, por 30 minutos, seguido de filtracao simples com
posterior adicdo dos conservantes ainda a quente para facilitar a solubilizagdo dos mesmos.

Os espectros eletrénicos foram obtidos ap6s resfriamento a Tymp. O armazenamento
foi realizado a Tiefig por aproximadamente 150 dias.
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3.3.3. Secagem dos Extratos

Foram testadas duas condicbes de secagem dos extratos a fim de obter produto de
partida para quantificagdo de ACYS extraidas. O produto obtido foi uma pasta de alta
viscosidade, que passou a ser chamado de “extrato seco de ACYS”.

No primeiro teste, massas e volumes conhecidos de extratos recém preparados foram
colocados em placas de Petri e mantidos sob o sistema de exaustao da capela com vazao de
0,6 m s & Tamp até massa constante. No segundo teste, massas e volumes conhecidos de
extratos foram colocados em um baldo de fundo redondo de 1 L e levados ao rotaevaporador
com banho termostatizado a 25°C até atingir massa constante.

Os extratos secos na capela foram monitorados por 66 horas, porém a partir de 22
horas de secagem nao foram observadas mudancas significativas nas massas dos mesmos,
com obtengéo de ~2,5 g.

Os extratos secos no rotaevaporador foram monitorados por 100 horas quando foi
observada massa do sistema constante (~45 g), porém nado foi observada a obtencado do
extrato seco de ACYS, ou seja, de um material de alta viscosidade. O material obtido possuia
ainda muito solvente.

Os extratos secos de ACYS utilizados foram armazenados em placas de Petri
fechadas e envolvidas com papel aluminio, sendo mantidas em freezer a -11°C para uso
posterior nas andlises de quantificagéo.

3.3.4. Quantificacao

Apds a otimizacdo do processo de extracdo e de armazenamento, o trabalho foi
focalizado na quantificacdo total de ACYS, partindo-se de 3 propostas da literatura, os
métodos: de Petri/Krawczyk/Kéry *°, de Sondheimer & Kertesz ® e do pH diferencial (Fuleki &

Francis e Giusti & Wrolstad) ®'%% ¢

e algumas adaptacdes no método do pH diferencial.
O método oficial AOAC International para quantificacdo de ACYS % é baseado no

método do pH diferencial e nas transformacées sofridas pelas ACYS em diferentes pHs .
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Aplicou-se HPLC com uso de padroes de ACYS para comparagao dos resultados dos
métodos espectrofotométricos **%4%*. Os padrdes de ACYS foram adquiridos de acordo com
dados de Terci *® e Dugo & colaboradores %, porém se sabe que a composicdo das ACYS
nas frutas pode ser alterada por diversos fatores discutidos no Capitulo 1.

A proposta de uso de HPLC com padrdes de ACYS, além de servir para comparacao
com os resultados obtidos pelos métodos espectrofotométricos e suas adaptagdes para
quantificacdo de ACYS total, também representou opcao tentativa para quantificar
individualmente as ACYS presentes em cada fruta estudada.

As solucbes dos padrdes de ACYS utilizadas para o estudo com HPLC também foram

utilizadas para um estudo com espectrofotometria UV-VIS, descrito em 3.3.5 (pagina 41).

< 3.3.4.1. Método de Petri/Krawczyk/Kéry °° (P):

E um método espectrofotométrico que utiliza o padrdo de cloreto de pelargonidina
dissolvido em HCI 0,1 mol L' em metanol para construgdo da curva analitica. Foi preparada
uma solucado estoque, dissolvendo-se 3,12 mg de cloreto de pelargonidina em um baldo
volumétrico de 10,0 mL com HCI 0,1 mol L' em metanol e a curva analitica foi construida
adicionando-se 60; 100; 140; 180; 240 e 350 uL da solugcao estoque em baldes volumétricos
de 5,00 mL, completando-se o volume com HCI 0,1 mol L' em metanol.

As amostras de extratos secos das frutas (~30 mg) foram dissolvidas em HCI
0,1 mol L' em metanol em baldes volumétricos de 100,0 mL e a absorbancia foi medida em

522 nm, Amax deste padréo.

< 3.3.4.2. Método de Sondheimer & Kertesz °° (S):

O método de Sondheimer e Kertesz € baseado na utilizagao do indicador vermelho do
Congo dissolvido em carbonato de sédio 5,0 10° mol L™ para construgdo da curva analitica
com medidas de absorbancia em 500 nm.

Foi preparada uma solucao estoque do indicador vermelho do Congo dissolvendo-se
2,10 mg em um baldo volumétrico de 100,0 mL com Na,COs; 5,0 10°mol L. Para a
construcdo da curva analitica, volumes adequados da solucédo estoque foram adicionados
em baldes volumétricos de 5,0 mL, completando-se o volume final com a solucdo de Na,COs3
5,0 10% mol L™
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Posteriormente, foi necessaria a obtencdo de um fator de ajuste a partir de uma
solucdo de cloreto de pelargonidina de concentragdo igual a 312,31 mgL"'. Foram
preparadas duas diluicdes a partir de 250 uL desta solucao estoque de pelargonidina diluidos
para 5,0 mL em baldo volumétrico com solucdo tampao de pH 2,0 e 3,4, para medida da
absorbancia em 500 nm.

Amostras com cerca de 120 mg de extratos secos foram dissolvidas em agua
deionizada em baldes volumétricos de 10 mL. Aliquotas de 500 uL foram transferidas para
balées volumétricos de 5,0 mL e diluidas com solugcdes tampéo pH 2,0 e 3,4 para posterior

medida espectrofotométrica.

<+ 3.3.4.3. Método de Fuleki & Francis (F) °'%%%

Trata-se do método conhecido como método do pH diferencial (F), fundamentado nas
transformacdes sofridas pelas ACYS com a variacado do pH, ou seja, as diferentes estruturas
correspondentes as diferentes coloracdes das solugdes em diferentes pHs. Além disso, como
alguns extratos de frutas podem apresentar material em suspensao, causando espalhamento
de luz, o método recomenda leitura de absorbancia em comprimento de onda onde ndo ha
absorcéo referente as ACYS (700 nm), além daquele onde ocorre absorcao.

As amostras de extratos secos das frutas (~60 mg) foram dissolvidas em agua
deionizada em baldes volumétricos de 5,0 mL e diluidas com solucées pH 1,0 e pH 4,5
também em baldes volumétricos de 5,0 mL e as leituras de absorbancia foram realizadas em
510 nm e 700 nm (FC). A Equacéao 1 foi usada para calcular as absorbancias usadas no

calculo das concentragdes de ACYS (pagina 59).

A = (As1onm — A700 nm) pH1,0 = (As1onm — A700 nm) pH4,5 Equacéao 1
onde: A é o valor da absorbancia medida e o subindice refere-se ao comprimento de onda da leitura.

< 3.3.4.4. Método Oficial (FC) °°

O método oficial ®® é baseado no método do pH diferencial de Fuleki & Francis,
descrito em 3.3.4.3, considerando as transformacgdes estruturais sofridas pelas ACYS em
diferentes pHs. As medidas também sao realizadas em pH 1,0 € 4,5 e em 510 nm (Amax das

ACYS nesses pHs) e em 700 nm para correcao de possivel espalhamento de luz.
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% 3.3.4.5. Adaptacoes no método do pH diferencial:

Como o método do pH diferencial fundamenta o método oficial para quantificacao de
ACYS em extratos de frutas, optou-se por testar algumas adaptacées visando simplifica-lo
para facilitar sua implementacao em aplicacao de rotina industrial.

Primeiramente, foi realizado um estudo para verificar o efeito da leitura de absorbancia
em 700 nm na quantificagdo das ACYS, eliminando-a dos calculos (FS) e aplicando-se a
Equacdo 2 para obtengdo da absorbancia a ser usada para calcular a concentracao de
ACYS.

A = (As1onm) pH1,0 = (As1onm) pH4,5 Equacéo 2
onde: A = valor da absorbancia medida num dado comprimento de onda (subindice) num valor de pH.

Verificou-se também a possibilidade de reducédo dos valores de pH para as medidas,
optando-se por testar o resultado das medidas apenas em pH 1,0.

As amostras (~60 mg) de extratos secos das frutas foram dissolvidas em solucéo
pH 1,0 e as leituras foram realizadas em 510 nm e 700 nm (F1C). O método simplificado
utilizando medidas em pH 1,0 e absorbancia apenas no Ansx dos extratos foi chamado de
F1S e as absorbancias usadas para calculos das concentracdes por F1C e F1S foram

obtidas pela aplicacdo das Equacdes 3 e 4 respectivamente.

A = (As1onm — A700 nm) pH1,0 Equacao 3
A = (As1onm) pH1.0 Equacéao 4

onde: A = valor da absorbancia medida num dado comprimento de onda (subindice) num valor de pH.

Também foi verificado o uso direto da absorbancia no Amax do extrato em solugoes
sem ajuste de pH para associar com a concentragdo de ACYS. Amostras (~60 mg) de
extratos secos das frutas foram dissolvidas em agua deionizada e as medidas realizadas em
510 nm (FAS), considerando-se as absorbancias dadas pelas Equagbes 5 e 6 (neste caso,

desconsiderando a correcao em 700 nm, FAC) para calcular a concentracado de ACYS.

A = (As1onm — A700 nm) sem ajuste de pH Equacao 5

A = (As10nm) sem ajuste de pH Equagéo 6
onde: A = valor da absorbancia medida num dado comprimento de onda (subindice) sem ajuste de pH.
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< 3.3.4.6. Analises dos Extratos por HPLC “%:

Para os procedimentos por HPLC, foram empregadas as condi¢cées de solubilizacao
de extratos secos de ACYS, otimizadas por Sampaio e Rossi ®: dissolugdo em metanol com
0,1% HCI e diluicao adequada no mesmo solvente para posterior injecdo no cromotdgrafo
nas seguintes condicoes:

= fase mével = agua deionizada:acetonitrila:acido férmico 81:9:10 viv/v 8%

= vazdo da fase mével = 1,0 mL min™' com eluigdo isocratica e em fase reversa
» volume de injecdo = 20 uL

» deteccdo em 520, 525 e 540 nm

» tempo de eluigdo = 40 min

Para a quantificacdo dos extratos de ACYS por HPLC é necessaria uma etapa prévia
de identificacdo das ACYS presentes em cada fruta estudada. Goiffon/Mouly/Gaydou %
desenvolveram um método para identificacdo de ACYS que dispensa o uso de padroes
comerciais e relaciona o tempo de retencao (tg) das ACYS presentes nos extratos das frutas
com o tg da cianidina-3-glicosideo, comumente presente em todas as frutas.

Posteriormente, para os estudos de quantificacdo de ACYS total e individuais por
HPLC foram utilizados 8 padrées de ACYS. Curvas analiticas foram obtidas a partir da
dissolucao de 0,00030 g dos padrées em metanol com 0,1% HCI e volumes adequados

foram injetados no cromatégrafo nas condicdes descritas acima.

Para a quantificacdo de ACYS nas frutas, massas conhecidas (~0,0600 a 0,1000 g) de
extratos secos de ACYS foram solubilizadas em metanol com 0,1% HCI, filtradas em filtros
com porosidade de 0,45 um e injetadas no cromatoégrafo nas mesmas condicoes utilizadas

para os padrdes, sem etapa de purificacao por extragcdo em fase sélida com cartucho C18.
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3.3.5. Quantificacao espectrofotométrica de ACYS individuais:

Utilizando-se solugdes 40 mg L ' dos padrées de ACYS em metanol com 0,1 % HCI
m/v foram obtidos espectros UV-VIS a fim de se avaliar a viabilidade de quantificacdo
espectrofotométrica de ACYS individuais. Estes espectros também serviram para verificar a
influéncia de grupos metoxilas e hidroxilas presentes nas diferentes antocianinas no

comprimento de onda de absorcdo maxima de suas respectivas solugoes.
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CAPITULO 4:
RESULTADOS E DISCUSSAO
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ACYS tém espectros com absorgao tipica entre 465 e 550 nm conforme pode ser
observado na Figura 11, onde sao apresentados espectros dos extratos obtidos em agua
corrente das frutas estudadas neste trabalho. Na regido do ultravioleta, as absorcdes estao
relacionadas com outros compostos presentes nos extratos, como &acidos fendlicos e
taninos %%,

O comprimento de onda de absorcao maxima na regiao do visivel foi utilizado como
parametro de comparacao para estimativa da concentracdo de ACYS nos extratos nos testes

de condicbes de extragdo e nos monitoramentos de estabilidade.

3,0

—— Jabuticaba
— Refugo
\ Amora
—— Amora Preta
Acidos Fendlicos
e Taninos
\

25

2,0 |-

1,5

Absorbancia
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Figura 11: Espectros de extratos de jabuticaba, refugo, amora e amora preta obtidos em agua
corrente como solvente extrator na propor¢ao 1:3 massa de fruta:volume de solvente, utilizando agua
corrente como branco.

4.1. Otimizacao de condicoes de extracao de ACYS

Os procedimentos de extracao de ACYS das frutas visaram aspectos desejaveis para
aplicacdo industrial como: alta concentragdo de ACYS nos extratos, simplicidade, baixa

toxicidade do solvente extrator e baixo custo.
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“ 4.1.1. Jabuticaba e Refugo

Os estudos realizados com jabuticaba e refugo para estimar a porcentagem de casca
nesses frutos mostraram que nas amostras de jabuticaba, 405 % em massa, correspondiam
a casca e para as amostras de refugo esse valor foi de 515 % m/m.

Considerando esses resultados, foram realizados testes para verificar a influéncia da
utilizacdo da casca juntamente com a polpa, em diferentes proporcdes (Tabela 1), no
processo de extracdo e também na estabilidade dos extratos, discutida em 4.2 (pagina 51).

Série 1: Considerando-se desejavel a maior quantidade de ACYS extraidas, com
boa repetibilidade, os melhores resultados foram obtidos na extragdo com agua corrente na
condicao lll: casca+polpa na proporcdo 1:3 casca:solvente (m/v) (Tabela 2). Porém, o
prosseguimento do trabalho foi realizado na condi¢cdo | devido a maior estabilidade dos
extratos obtidos, quando comparada a condi¢ao Il como € discutido em 4.2 (pagina 51).

Tabela 2: Valores médios de absorbancia em A.s (514 nm) dos extratos das frutas nas diferentes
condi¢des de extracao* e solventes (agua corrente e agua destilada).

Condigoes de JABUTICABA REFUGO
xtragdo
Agua Corrente | Agua Destilada Agua Corrente Agua Destilada
| 1,4+0,1 1,63+0,07 0,94+0,04 1,1+0,2
Il 0,9+0,2 0,6+0,2 0,63+0,05 0,48+0,02
1] 1,60+0,03 2,1£0,5 1,22+0,08 0,9+0,1

*Descritas na Tabela 1 (pagina 33).

Comparando-se os resultados da extracdo com agua corrente e agua destilada, nao
foi observada diferenca estatistica com nivel de confianca de 95 % (teste t Student
pareado ®® - ANEXO 3). Sendo assim, optou-se pelo prosseguimento dos trabalhos,
utilizando-se apenas agua corrente por questdes de simplicidade e menor custo, ja que a

proposta visa aplicacao industrial.

Comparando-se os resultados da extracao de ACYS da jabuticaba e do refugo, notou-
se que os extratos obtidos com refugo apresentaram em média 40 % menos ACYS.



Favaro, M. M. A. Dissertacao de Mestrado 47

Uma segunda série de experimentos utilizando um novo conjunto de solventes
extratores foi realizada. Solventes alcodlicos foram testados, pois, de acordo com a
literatura 111927384849 tavorecem a extracdo das ACYS, exercendo um papel relevante em
intumescer as cascas e/ou frutas, o que facilita a remocao dos pigmentos da sua fonte.

Foram estudados 3 solventes alcodlicos: etanol:acido acético 1 % (v/v) 85:15 (v/v),
alcool de cereais (etanol 94 % (m/m)) e etanol 94 %. A escolha desses solventes foi baseada
na obtencdo de extratos mais concentrados de ACYS e menor toxicidade dos solventes
visando aplicagdo industrial.

Apoés alguns experimentos com Morus nigra e Rubus sp utilizando apenas os dois
primeiros solventes citados, introduziu-se o uso de etanol 94 % devido a sua toxicidade
reduzida frente a outros solventes extratores mais eficientes que podem ser utilizados, como

metanol e acetona, e que é bastante empregado industrialmente em extracées anélogas.

Série 2: Para verificar qual solvente alcodlico levava & obtencdo de extratos mais
concentrados de ACYS, foi definido um parametro denominado desempenho da extracao,
D, definido na Equacdo 7 e expresso em porcentagem. Considerou-se como 100 % a
quantidade de ACYS extraida para os extratos aquosos, estimada a partir de medidas de

absorbancia no Amsx de cada extrato.

Ak
p-—"2l¢ 400 )

A Equacéao 7
kaq

onde: A = absorbancia do extrato alcodlico em Anax ac € Asaq = absorbancia do extrato aquoso em
Amax ag- Para extratos alcoolicos Amax aic = 538 @ 540 nm e para extratos aquOS0S Amaxaq= 512 @ 515 nm.

A Figura 12 ilustra os espectros de extratos de jabuticaba e de refugo nos diferentes
solventes extratores utilizados obtidos apenas com cascas como fontes de ACYS.
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Figura 12: Espectros médios dos extratos de jabuticaba e refugo em diferentes solventes de
extracdo: 1) agua corrente, 2) etanol:acido acético 1 % (v/v) 85:15 (v/v), 3) éalcool de cereais e 4)
etanol 94 % a partir de extratos preparados na proporgdo 1:3 fruta:solvente (m/v) apenas com as
cascas. Os solventes extratores foram utilizados como branco.

No caso da jabuticaba (apenas casca) a extracdo com solventes alcodlicos produziu
extratos nos quais a quantidade de ACYS foi 3 vezes maior em comparagdo com extratos
obtidos com o solvente aquoso. Ja a extragao usando casca+polpa produziu extratos 2 vezes
mais concentrados.

Para o refugo, tanto usando casca como casca+polpa, a extragdo alcodlica forneceu

extratos 1,5 vezes mais concentrados. A Tabela 3 traz os resultados médios obtidos.

Tabela 3: Desempenho da extragdo de ACYS (%) com solventes alcodlicos, para jabuticaba e refugo,
considerando 100 % a quantidade de ACYS extraidas com &gua corrente.

Condicao Jabuticaba Refugo
Solvente Casca | Casca+Polpa | Casca | Casca+Polpa
etanol:acido acético 1 % (v/v) 85:15 (v/v) | 287+19 207+19 125+18 118124
alcool de cereais 32731 198+11 123121 16517
etanol 94 % 299146 15116 154412 14916

Desempenho da extragcao aquosa considerado 100 %

Dentre os solventes alcodlicos na mesma condi¢cao de extracdo os resultados obtidos

nao diferiram significativamente com nivel de confianga de 95 %.
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A partir desses resultados, as novas extracbes passaram a ser realizadas utilizando-
se apenas cascas como fonte de ACYS e etanol 94 % como solvente extrator. Usar somente
a casca para a extracao também aumentou a estabilidade do extrato como é discutido em
4.2.1. (pagina 52).

< 4.1.2. Amora e Amora Preta

A Figura 13 ilustra espectros dos extratos de amoras nos diferentes solventes.
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Figura 13: Espectros médios dos extratos de amora e amora preta em diferentes solventes de
extracdo: 1) agua corrente, 2) etanol:acido acético 1 % (v/v) 85:15 (v/v) e 3) alcool de cereais a partir
de extratos preparados na proporgao 1:3 fruta:solvente (m/v). Os solventes extratores foram utilizados
como branco.

Observa-se, pela Figura 13, que extratos mais concentrados de ACYS foram obtidos
com etanol:acido acético 1 % (v/v) 85:15 (v/v), seguido por extratos com alcool de cereais e
com agua corrente (os menos concentrados), considerando-se mesmas massas de partida
(~30 g de fruta).

O mesmo parametro de desempenho da extracao utilizado para jabuticaba e refugo
(4.1.1, pagina 46) foi utilizado a fim de se verificar qual solvente produz extratos mais
concentrados em ACYS.

Os resultados (Tabela 4) indicaram que os solventes alcoodlicos permitiram obter

extratos com cerca do dobro de ACYS em comparagdo com o solvente aquoso.
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Tabela 4: Desempenho da extracdo dos solventes alcodlicos, para as 2 espécies de amoras,
considerando 100 % a extragao obtida em agua corrente.

Solvente Desempenho da Extracao (%)

Amora Amora Preta
etanol:acido acético 1 % (v/v) 85:15 (v/v) 252440 20612
alcool de cereais 212410 189+23

Desempenho da extragcao aquosa considerado 100 %

O solvente que forneceu extratos mais concentrados de ACYS, foi etanol:4cido acético
1 % (v/v) 85:15 (v/v). Foram realizados os testes estatisticos descritos no ANEXO 3 e nao
houve diferenca significativa com 95 % de confianca entre o desempenho da extracdo com

cada um dos 2 solventes alcodlicos para as duas espécies de amoras.

% 4.1.3.Verificacao da perda de ACYS por “extracao indireta”:

O residuo liquido restante no frasco de armazenamento das frutas apresentava
coloracdo caracteristica de extratos de ACYS, o que foi confirmado pelo espectro visivel
apresentado na Figura 14, sem indicios de degradacao em 12 meses de armazenamento em
Trerig, S€NdO isto verificado em funcdo de medidas espectrofotométricas e aspecto visual, ou

seja, aparecimento de fungos e alteragéo na coloracéo.

1,2
max = 51 5 nm
1,0 _
s 08F \\
3 \
c L
< \
S 06} ~— \
2 \
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<
04 -
0.2 -
0,0 : . : : _
400 500 600
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Figura 14: Espectro do residuo liquido restante no frasco de jabuticaba utilizando agua corrente
como branco.
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Para estimar a perda de ACYS por “extracao indireta”, Exlnd, definida na Equacao 8
em termos percentuais, foi realizada uma extragdo aquosa a 55°C por 30 minutos como
descrito em 3.3.1. (pagina 31), utilizando-se as frutas contidas no frasco e mediu-se a
absorbancia do extrato em 515 nm. A leitura de absorbancia do residuo liquido restante
diretamente sem diluicdo também foi feita em 515 nm, para comparacao e estimativa de
Exind.

A 1 Re siduo

Exind = x100 )
A, Extrato Equacéo 8

onde: A, = absorbancia medida em A5 do extrato das frutas

A perda estimada de ACYS por “extracao indireta” foi de 12416 %. Em termos de
aplicacao industrial, esta perda por extracdo indireta acima de 10 % nao pode ser
considerada desprezivel. Portanto, o aproveitamento desse residuo liquido restante nos
frascos de armazenamento pode ser significativo. Como nao foi observada degradacao
desse residuo liquido, pode-se sugerir seu aproveitamento no processo de obtencao de
extrato. Vale ressaltar que este experimento foi realizado poucas vezes devido a
disponibilidade de material.

4.2. Testes de estabilidade dos extratos de ACYS

A estabilidade dos extratos de ACYS foi avaliada por inspecao visual (coloracao tipica
das ACYS e aparecimento de fungos) e pelos espectros eletronicos.

Para a maioria das condi¢des testadas (tipos de extracdo e frutas), observou-se um
aumento na absorbancia do extrato em 30 dias de armazenamento. Isto pode estar
relacionado com alguns fen6menos como: auto-associagdo, copigmentacao, quelagdo com
metais e acdo de microorganismos. Esses fenbmenos podem causar aumento na
absorbancia do extrato além de alteragdes no Ams >*, sem estar diretamente relacionados

com a quantidade de ACYS presentes nos extratos, fornecendo resultados superestimados.
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% 4.2.1. Jabuticaba e Refugo

Foi observado o aparecimento de fungos nos extratos aquosos das jabuticabas
armazenados tanto a Tamp quanto Trenig @ partir de 15 dias apds sua obtengéo.

O monitoramento foi interrompido em 60 dias, quando foi observado total
descoramento da solucédo. Nesse periodo, notou-se degradacao de 54+15 % das ACYS dos
extratos de jabuticaba e 52+16 % para extratos de refugos mantidos a Tamp.

Para extratos mantidos a Terrig, @ degradacdo no mesmo periodo (60 dias) foi 2613 %
para extratos de jabuticaba e 34%19 % para extratos de refugos. Esses extratos foram
preparados utilizando-se somente casca para a extracao.

Os extratos alcoolicos de jabuticaba e refugo apresentaram maior estabilidade quando
comparados aos extratos aquosos, tanto aqueles armazenados em T,mp quanto aqueles
armazenados a Terig- Quando se utilizou apenas casca para extragéo, obteve-se uma maior
estabilidade em comparagao com extratos obtidos com casca+polpa.

Para os extratos alcodlicos de jabuticaba armazenados a Tamp por 270 dias, foi
observada uma degradacao de ~45 % quando utilizado apenas casca para extracéo e ~50 %
quando utilizado casca+polpa sendo estes armazenados durante 150 dias. Ja para os
extratos armazenados a Trefig @ degradacdo observada foi de até 10 % para extratos obtidos
com apenas casca e de até 25 % para aqueles obtidos com casca+polpa durante um periodo
de 420 dias de armazenamento.

Para os extratos alcodlicos de refugo, a deterioracdo ocorreu em um periodo 3 vezes
menor. Isto pode ser explicado pela maior exposicdo desses frutos, com rompimento de
casca, por exemplo, a acdo de microorganismos que contribuem para a degradacao dos
extratos.

Vale lembrar que jabuticabas séo altamente pereciveis apresentando um curto periodo
de comercializacado apés a colheita devido ao elevado teor de 4gua, aclcares e enzimas que
aceleram processos de degradagao %%,

Usar apenas cascas para extracdo é vantajoso em comparagdo ao uso de
casca+polpa, tanto para jabuticaba como para refugo, pois evita a extracdo de outros
compostos presentes nas polpas, como acgucares, que também podem favorecer a acao de
microorganismos e a degradacao das ACYS.
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Os resultados obtidos utilizando-se alcool de cereais e etanol 94 % n&o apresentaram
diferenca significativa com nivel de confianca de 95 % quando se considerou a degradacéao
dos extratos.

Os extratos preparados com esses solventes apresentaram menor degradacao
quando comparados aqueles obtidos com agua corrente e etanol:acido acético 1 % (v/v)
85:15 (v/v). A partir desses resultados, os préximos estudos foram realizados utilizando-se
apenas casca e etanol 94 % para obtencéo de extratos.

< 4.2.2. Amora e Amora Preta

Comparando-se a estabilidade dos extratos das duas espécies de amoras, num
periodo de 15 dias de armazenamento, notou-se que os extratos aquosos degradaram mais
rapidamente que os extratos alcodlicos, como seria esperado. Além disso, houve
aparecimento de fungos nos extratos armazenados a T,mp 0 que indicou outra desvantagem
na utilizacdo desse solvente.

Nesse mesmo periodo, ndo foi observado o aparecimento de fungos para os extratos
alcodlicos, mantidos na mesma temperatura.

Comparando-se etanol:acido acético 1 % (v/v) 85:15 (v/v) e alcool de cereais como
solventes extratores, apenas para extratos de amora preta armazenados a Tresig
apresentaram resultados com diferenca estatisticamente significativa com 95 % de confianca
(Tabela 5), ou seja, a degradacgao foi maior quando se utilizou etanol:acido acético 1 % (v/v)
85:15 (v/v) como solvente.

Tabela 5: Valores de degradacé@o % das ACYS nos extratos de amora e amora preta.
Degradacao das ACYS (%)

Solventes Tamb Tretrig
Extratores AMORA | AMORA PRETA | AMORA | AMORA PRETA2
etanol:acido acético 1 % (v/v) 85:15 (v/v) 5618 6912 22+17 1314
alcool de cereais 64+1 66+1 22,4+0,3 0,4+0,2
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% 4.2.3.Teste com Conservantes:

Para os primeiros extratos obtidos em agua corrente sem adicdo de conservantes, foi
observado o aparecimento de fungos nos 15 primeiros dias de armazenamento, tanto a Tamp
quanto Trefrig.

Na tentativa de minimizar a acdo dos fungos e aumentar a durabilidade dos extratos,
foi realizado um teste com uso de conservantes de uso comum em processos industriais

para fins alimenticios 88”97,

Com o conjunto nipagin+nipazol foi observada uma degradacao de 57+4 % e para
fenoxietanol uma degradacéo de 49+4 % em 300 dias de armazenamento, sendo que estes
resultados nao diferem significativamente com nivel de confianca de 95 %. Porém, quando
se utilizou sorbato de potassio, observou-se a total degradacéo das ACYS apéds 30 dias de
armazenamento, provavelmente devido a acdo desse conservante como uma base de Lewis,

o que pode ter favorecido a formacao de chalconas a partir das ACYS.

4.3. Secagem dos Extratos

Foram realizadas medidas periédicas da massa do sistema até obtencdo de massa
constante. Os perfis de secagem obtidos para o refugo nas duas condicbes estudadas estao
apresentados nas Figuras 15 e 16.

Apo6s cerca de 22 horas, foi obtida massa constante nos extratos submetidos a
secagem sob exaustdo da capela. No rotoevaporador, s6 depois de 100 horas a massa do
sistema ficou constante. Provavelmente, a falta de troca atmosférica no rotaevaporador leva
a um equilibrio apds certo periodo de secagem, que dificulta a evaporacao do solvente,
enquanto que nas placas de Petri, além de maior area superficial, ocorre constante troca
atmosférica na capela por exaustdo, o que facilita a remocdo do solvente, acelerando a
secagem dos extratos.

*

massa do sistema = massa do solvente + massa de extrato seco
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Figura 15: Perfil de secagem dos extratos na capela a 25°C para o Refugo.
* massa do sistema = massa do solvente + massa de extrato seco
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Figura 16: Perfil de secagem dos extratos no rotaevaporador a 25°C para o Refugo.
* massa do sistema = massa do solvente + massa de extrato seco

Os resultados dos diferentes métodos de secagem estudados apontaram a melhor
adequacao da secagem sob exaustdo em capela dos extratos a temperatura ambiente, que
permite obter o “extrato seco” de ACYS em menor tempo, reduzindo a exposicao dos
extratos a variacoes de temperatura, luz e oxigénio do ambiente. Visto que esses fatores
comprometem a estabilidade dos extratos de ACYS, optou-se pelo processo de obtencao

dos “extratos secos” sob exaustao em capela a temperatura ambiente.
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4.4. Quantificacao das ACYS

A quantificacdo de ACYS totais foi realizada pela aplicacdo de diferentes métodos

59-62,64 | 65

espectrofotométricos descritos na literatura e o testes de

, inclusive o método oficia
adaptacdes de procedimentos, a fim de comparacao dos resultados, buscando procedimento

simplificado e valido.

< 4.4.1. Método de Petri/Krawczyk/Kéry *° (P):

A curva analitica (Figura 17) obtida para este método com médias de 5 replicatas
utilizando o padrdo cloreto de pelargonidina (Figura 18) é descrita pela Equacdo 9 e
apresentou um coeficiente de regressao linear = 0,9998.

A522nm=(.I ,38X1 0-3) + (9,91 x1 0-2 Ccloreto de pelargonidina) Equagéo 9

1,6 -

Absorbancia (522 nm)

o o o o = = =
nN E » (o) o nN E
T T T T LI T 7 T

o
=}
T

-1
cloreto de pelargonidina (mg L )

Figura 17: Curva analitica para quantificacao de ACYS total pelo método de Petri/Krawczyk/Kéry.

OH

Figura 18: Estrutura do padrao Cloreto de Pelargonidina.
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< 4.4.2. Método de Sondheimer & Kertesz ®° (S):

Este método foi o primeiro método fundamentado nas transformacgdes estruturais
sofridas pelas ACYS em diferentes pHs. A quantificacao € realizada a partir de medidas de

absorbancia no Ansx dos extratos em pH 2,0 e 3,4.

A Figura 19 ilustra a curva analitica obtida com médias de 5 replicatas usando o
corante vermelho do Congo (estrutura na Figura 20) e é descrita pela Equacdo 10 e
apresentou um coeficiente de regresséo linear = 0,9999.

A500nm=(5,24x1 0-3) + (3,60)(1 0-2 CVermelho do Congo) Equagéo 10

0.7}
0,6
0.5k
04|
0.3}
02}
0.1F
0,0k

Absorbancia (500 nm)

o 5 10 15 20

-1
CVermelho do Congo (mg L )

Figura 19: Curva analitica obtida pelo método de Sondheimer & Kertesz utilizando o corante
vermelho do Congo.

Figura 20: Estrutura do corante vermelho do Congo.
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O corante Vermelho do Congo pode ser usado como padrdo para quantificacao de
ACYS, pois apresenta intensa absor¢cdo na mesma regido do visivel, além de apresentar
absortividade molar semelhante. Porém, é necessaria a determinacao de um fator de ajuste
(FA) da concentracao obtida para os extratos de frutas (Equacéo 11).

FA é obtido utilizando-se uma solugdo do padrdo cloreto de pelargonidina com
concentragdo conhecida comparada com a concentracdo determinada pela curva analitica

em funcao do vermelho do Congo. O valor do fator de ajuste determinado foi igual a 1,14.

FA = Cen

Equacao 11
CVC quac

onde: FA=Fator de Ajuste, Cpa=Concentragdo do Padrdo de Cloreto de Pelargonidina em mg L™,
Cvc=Concentracéo do corante Vermelho do Congo em mg L™.

< 4.4.3 Método de Fuleki & Francis ®'"%%%*(F):

O método desenvolvido por Fuleki & Francis, conhecido como método do pH
diferencial, € fundamentado nas transformacdes estruturais sofridas pelas ACYS em
diferentes pHs, resultando em diferentes espectros de absorcdo. O cation flavilico, de
coloracdao fortemente vermelha, é a forma predominante em pH 1,0 e o carbinol, que é
incolor, é a forma predominante em pH 4,5 ®. Portanto a diferenca da absorbancia nos
diferentes pHs é proporcional a concentracéao de ACYS.

A concentracdo de ACYS nas amostras de frutas estudadas € obtida em fungédo do
padrdo cloreto de cianidina-3-glicosideo (Figura 21) (e = 26900 g mol' cm™, em pH 1,0 e

98-99

solucdo aquosa) , pois é a antocianina predominante na maioria das frutas, inclusive

jabuticaba e amoras '. A concentracdo em mg de ACYS por 100 g de fruta é dada pela
Equacao 12 para as duas espécies de amora e pela Equacdo 13 para a jabuticaba e o

refugo, deduzidas por Fuleki e Francis a partir de consideracdes da Lei de Beer 816264,
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59,6 x mex A
Ct = Equacao 12
mp x mc
46,4 x mex A
Ct = Equacéo 13
mpx mc

onde: Ct= concentragdo de ACYS (mg de ACYS/ 100 g de fruta); A = Absorbancia (item 3.3.4.3);
me = massa (g) do extrato seco obtido apds extracdo; mp = massa (g) do extrato seco usada para
preparo da solu¢ao; mc = massa (g) de fruta usada no processo de extracao.

OH

Figura 21: Estrutura do padrao Cloreto de Cianidina-3-glicosideo.

< 4.4.4. Método Oficial (FC) ®:

O método oficial segue os mesmos parametros utilizados por Fuleki & Francis, sendo
as medidas de absorbancias em 510 e 700 nm realizadas em pH 1,0 e 4,5. A medida em
700 nm ¢é introduzida para em alguns extratos de frutas corrigir efeitos de espalhamento
devido a suspensdes coloidais; neste comprimento de onda a correcéo é tida como eficiente
e nao ocorre absorcao das ACYS.

Como o método oficial é fielmente baseado no método de Fuleki & Francis os
resultados foram juntamente designados por FC, que significa medidas em pH 1,0 e 4,5 e
com medidas em 510 e 700 nm.
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% 4.4.5. Adaptacoes no método do pH diferencial:

A primeira simplificagdo realizada foi verificar a influéncia da medida em 700 nm e
indicada por FS: medida em 2 pHs e apenas em 510 nm.

A simplificacao seguinte foi realizar medidas apenas em pH 1,0, pois é neste pH que o
cation flavilico € predominante. Dois experimentos foram realizados, utilizando medidas em
apenas 510 nm (F1S) e medidas em 510 e 700 nm (F1C).

Para FAC (510 e 700 nm) e FAS (510 nm), as adaptacoes realizadas com medidas
diretas de absorbancia de extratos em solucbes sem ajuste de pH, os calculos da
concentracdo de ACYS totais (Equacdao 14) devem ser corrigidos utilizando-se a

absortividade molar da cianidina-3-glicosideo (e = 5920 g mol" cm™, em pH ~4,1 e solugéo

) 98-99 98-99

aquosa correspondente ao solvente utilizado e ao pH da solugao , pois esta é uma

caracteristica particular de cada substancia e do meio em que esta se encontra.

B 151,8x mex A

mpx mc

Ct Equacao 14

onde: Ct= concentracdo de ACYS (mg de ACYS/ 100 g de fruta); A = Absorbancia (item 3.3.4.5);
me = massa (g) do extrato seco obtido apds extracdo; mp = massa (g) do extrato seco usada para
preparo da solugao; mc = massa (g) de fruta usada no processo de extracao.

Os resultados obtidos para todas as frutas pelos diferentes métodos
espectrofotométricos e suas adaptacoes estao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Concentracdao de ACYS nas amostras das frutas estudadas, expressa em termos de
cianidina-3-glicosideo.

Concentracdo das Amostras (mg ACYS / 100 g de fruta)
Métodos AMORA AMORA PRETA JABUTICABA REFUGO
P 133+2 57+2 35+1 25+1
S 146+1 75+1 38+1 23+1
FC 12343 6015 29+1 19+1
FS 122+2 6316 31+1 21+1
F1C 14742 7412 35,9+0,4 26,7+0,4
F1S 15343 83+2 40,0+0,2 31,8+0,6
FAC 12145 12317 63+1 6615
FAZ 14146 15247 7913 95+1
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Comparando-se os resultados obtidos pelos métodos espectrofotométricos estudados
com o método oficial (FC) e realizando-se testes estatisticos * com 95 % de confianca, foi
observada diferenca estatistica significativa apenas para os métodos que utilizaram solugdes
sem ajuste de pH dos extratos de amora preta, jabuticaba e refugo. Isto confirmou a
necessidade de ajuste de pH do extrato para manter as ACYS na forma de cation flavilico.

Por outro lado, a correcdo com a medida de absorbancia em 700 nm nao trouxe
resultados com diferencga estatistica, indicando que nos casos de solucdes, como as testadas
presentemente, ndo € necessario realizar as medidas em 2 comprimentos de onda
diferentes.

Sendo assim, a utilizacdo do método F1S, com medidas de absorbancia em pH =1,0
no comprimento de onda de absor¢cao maxima é o mais adequado para aplicacao industrial,
pois apresenta caracteristicas de simplicidade, rapidez nas medidas e baixo custo de

andalises.

%+ 4.4.6. Analises dos Extratos por HPLC

Nesta parte do trabalho, foi aplicado o método Goiffon/Mouly/Gaydou *° para

identificacdo de ACYS a serem posteriormente quantificadas. Este método propde a
identificacdo de ACYS individuais presentes nos extratos sem o uso de padrdes, o que pode
ser questionado '®, mas se justifica neste caso devido a dificuldade de aquisicdo de padrdes

comerciais.

A proposta consiste no célculo de o, um parametro empirico que relaciona o tempo de
retencao (tg) das ACYS presentes nos extratos das frutas com o tg da cianidina-3-glicosideo,
comumente presente em todas as frutas, como indica a Equacdo 15. A comparacao de

Olcalculado COM Valores de ouapelado PEIOS autores permite identificar a antocianina em questao.

ta

o= Equacéo 15

t R cianidina-3—-glicosideo

onde: tg =ty —ty, g = tempo de retengdo do produto, t, = tempo de retengéo de um produto néo retido.
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As Tabelas 7 a 10 mostram as ACYS cuja presenca nas frutas era esperada de

49,88

acordo com informagdes da literatura e aquelas identificadas nas amostras dos extratos

dessas frutas a partir do método de Goiffon/Mouly/Gaydou *°.

Tabela 7: ACYS encontradas em jabuticaba de acordo com a literatura e presentemente identificadas
nas amostras dos extratos aplicando o método de Goiffon/Mouly/Gaydou.

Literatura Goiffon/Mouly/Gaydou

Delfinidina-3-glicosideo Petunidina-3-glicosideo

Cianidina-3-glicosideo Cianidina-3-glicosideo

Peonidina-3-glicosideo Cianidina-3-sambubiosideo

Tabela 8: ACYS encontradas em refugo de jabuticaba de acordo com a literatura e presentemente
identificadas nas amostras dos extratos aplicando o método de Goiffon/Mouly/Gaydou.

Literatura Goiffon/Mouly/Gaydou

Delfinidina-3-glicosideo Petunidina-3-arabinosideo

Cianidina-3-glicosideo Cianidina-3-glicosideo

Peonidina-3-glicosideo Petunidina-3-glicosideo

Cianidina-3-sambubiosideo

Tabela 9: ACYS encontradas em amora de acordo com a literatura e presentemente identificadas nas
amostras dos extratos aplicando o método de Goiffon/Mouly/Gaydou.

Literatura

Goiffon/Mouly/Gaydou

Cianidina-3-glicosideo

Cianidina-3-glicosideo

Cianidina-3-soforosideo

Cianidina-3-soforosideo

Cianidina-3-rutinosideo

Cianidina-3-sambubiosideo

Pelargonidina-3-glicosideo

Cianidina-3-arabinosideo

Pelargonidina-3-rutinosideo

Petunidina-3-galactosideo

Delfinidina-3-glicosideo
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Tabela 10: ACYS encontradas em amora preta de acordo com a literatura e presentemente
identificadas nas amostras dos extratos aplicando o método de Goiffon/Mouly/Gaydou.

Literatura Goiffon/Mouly/Gaydou
Cianidina-3-arabinosideo Cianidina-3-arabinosideo
Cianidina-3-glicosideo Cianidina-3-glicosideo
Cianidina-3-galactosideo Cianidina-3-sambubiosideo
Pelargonidina-3-glicosideo Delfinidina-3-glicosideo
Cianidina-3-xilosideo Cianidia-3-sambubiosideo-5-glicosideo
Malvidina-3-glicosideo -

Notam-se diferencas nas ACYS identificadas nas amostras quando se compararam o0s
dados da literatura com os resultados obtidos a partir da analise dos extratos presentemente
obtidos, aplicando-se o método de Goiffon/Mouly/Gaydou ®°. Como ja& apontado
anteriormente, mesmas espécies podem apresentar diferentes ACYS devido a fatores de
ordem genética e ambiental, como: condigées de cultivo, tempo de plantio, exposi¢do a luz
UV e método de colheita. Vale ainda comentar-se sobre a identificacado pelo método de
Goiffon/Mouly/Gaydou.

0 utilizando inclusive o

Estudos de identificagdo de ACYS realizados por Sampaio °
método de Goiffon/Mouly/Gaydou ®, apontaram alguns problemas do método que
prejudicam sua aplicacdo: duas ACYS diferentes sédo identificadas com mesmo Oiapelado €, €M
alguns casos, Ocaiculado POde apresentar um valor intermediario aos valores de Oiapelado, SENAO

necessario a confirmacao da identidade das ACYS por outro método ou técnica.

A despeito desses aspectos relativamente problematicos para identificacao de ACYS,
essas informacdes orientaram a aquisicdo de 8 padrdes de ACYS disponiveis no mercado,
visando aplicacdo nas analises por HPLC, iniciando-se pela obtencdo dos tempos de
retencdo que seriam utilizados na posterior identificacdo e quantificacdo das ACYS
individuais dos nos extratos das frutas estudadas. A Tabela 11 descreve os tempos de
retencdo obtidos a partir desses padroes.
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Tabela 11: Tempo de retencao (t;) dos padroes de ACYS.

Padrao t; (minutos)

Cloreto de pelargonidina 11,302
Cloreto de Malvidina-3-glicosideo 34,140
Cloreto de Pelargonidina-3-glicosideo 15,874
Cloreto de Cianidina-3-galactosideo 8,141
Cloreto de Cianidina-3-glicosideo 9,505
Cloreto de Cianidina-3,5-diglicosideo 5,195
Cloreto de Cianidina-3-rutinosideo 11,142
Cloreto de Peonidina-3-glicosideo 21,972

Nos experimentos de HPLC com padrdes de ACYS, foram obtidos alguns
cromatogramas com dois picos préximos referentes ao mesmo padrdo como mostra a Figura
22 que traz o cromatograma do padrao cloreto de cianidina-3-galactosideo 20,0 mg L ™. Isso
pode ser explicado por provavel hidrélise acida do cation flavilico apds a adicao de HCI em
quantidade que pode ter sido excessiva e certamente traz complicacées para 0 processo
analitico. Nesse contexto, nao foi possivel diretamente a quantificacao individual das ACYS

presentes nos extratos das frutas estudadas por HPLC.
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Figura 22: Cromatograma do padrdo cloreto de cianidina-3-galactosideo 20,0 mg L". Condicées
cromatograficas: coluna C18; fase mével agua deionizada:acetonitrila:acido formico 81:9:10 (v/v/v);

volume de injecdo 20 uL e detecgao espectrofotométrica em 520, 525 e 540 nm. Eluigéo isocratica e
em fase reversa.
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Para tentar contornar o problema, realizou-se um estudo com adi¢cdes do padrao de
cianidina-3-glicosideo numa amostra disponivel de extrato seco de jabuticaba para construir
a curva analitica para determinacao da concentracdo dessa antocianina na amostra.

Na sequiéncia, estabeleceu-se uma correlacao entre a area do pico correspondente a
cianidina-3-glicosideo e a concentragdo obtida dessa antocianina com a &rea dos outros
picos do cromatograma, correspondente as demais ACYS presentes no extrato. A partir
dessas correlacoes, obteve-se a concentracao de ACYS total na jabuticaba. Posteriormente,
a partir de correlagdes analogas as descritas para jabuticaba, foi obtida a concentracao de
ACYS total nas outras frutas.

As correlacées e calculos para obtencdo da quantidade de ACYS total nas frutas
estudadas estao apresentados pela Equacgéo 16.

Area do pico e

C — individual X Ccianidina—3—g|icosideo
ACYSindividuaI

Area do pico

Equacao 16

cianidina-3-glicosideo

Para encontrar as concentracdes totais de ACYS nas frutas em mg ACYS / 100 g de
fruta, foram utilizadas correlacdes entre massa total de extratos secos, massa de extratos
secos utilizados para preparo das solugdes, massa de frutas utilizadas para preparo dos
extratos secos e as concentracées de ACYS obtidas a partir da Equacédo 16 para cada fruta.

Para testar esta proposta, foi feita a adicao de padrao de cianidina-3-glicosideo numa
amostra disponivel de extrato seco de jabuticaba. Obteve-se a curva analitica, descrita pela
Equacio 17 e apresentada na Figura 23, correlacionando a area do pico com a concentragao

dessa antocianina, com coeficiente de regresséao linear = 0,9960.

Area = (1,15x10 6) +(5,18x10 N Ceianidina-3-glicosideo) Equacao 17

Seguindo este procedimento, encontrou-se que a amostra de jabuticaba continha
222mgL" de cianidina-3-glicosideo. Por comparacdo com as areas do outro pico do
cromatograma (Figura 24) obteve-se que a quantidade de ACYS total na jabuticaba era de
25,1mg L.
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Figura 23: Curva analitica com adigao de padrao de cianidina-3-glicosideo numa amostra de jabuticaba.

Optou-se por aplicar esta extrapolacdo para encontrar a concentracao de ACYS nas
demais frutas, a partir dos cromatogramas de seus extratos devidamente diluidos e tratados.
As Figuras 24 a 27 descrevem os cromatogramas obtidos utilizados para esses calculos.
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Figura 24: Cromatograma obtido a partir da amostra de extrato seco de jabuticaba em HCI 0,1 %
(v/v). Condi¢des cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada:acetonitrila:acido féormico
81:9:10 (v/v/v); volume de injecdo 20 pL e detecgédo espectrofotométrica em 520, 525 e 540 nm.
Eluicdo isocratica e em fase reversa.
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Figura 25: Cromatograma obtido a partir da amostra de extrato seco de refugo em HCI 0,1 % (v/v).
Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase moével agua deionizada:acetonitrila:acido férmico
81:9:10 (v/v/v); volume de injecdo 20 uL e deteccao espectrofotométrica em 520, 525 e 540 nm.
Eluicdo isocratica e em fase reversa.
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Figura 26: Cromatograma obtido a partir da amostra de extrato seco de amora em HCI 0,1 % (v/v).
Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada:acetonitrila:acido férmico
81:9:10 (v/v/v); volume de injecdo 20 pL e detecgado espectrofotométrica em 520, 525 e 540 nm.
Eluicdo isocratica e em fase reversa.
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Figura 27: Cromatograma obtido a partir da amostra de extrato seco de amora preta em HCI 0,1 %
(v/v). Condi¢des cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada:acetonitrila:acido féormico
81:9:10 (v/v/v); volume de injecdo 20 uL e deteccao espectrofotométrica em 520, 525 e 540 nm.
Eluicdo isocratica e em fase reversa.

Os resultados obtidos para quantidade de ACYS nas frutas estudadas a partir dos
calculos relacionando a area do pico referente a cianidina-3-glicosideo e sua concentracéo
com as areas dos picos das demais ACYS presentes nas amostras estudadas estédo
apresentados na Tabela 12.

Tabela 12: Concentragdes de ACYS totais obtidas por HPLC nas frutas estudadas

Eruta Concentracao de ACYS
mg ACYS /100 g de fruta)
Jabuticaba 2512
Refugo 2712
Amora 180+4
Amora Preta 6815

Comparando-se os resultados obtidos por HPLC (Tabela 12) com resultados do
método espectrofotométrico F1S (Tabela 6), ndo foi observada diferenca estatistica

significativa com 95 % de confiancga.
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Isto aponta a pertinéncia das considera¢des propostas para a quantificacdo por HPLC
que, ao contrario da espectrofotometria, requer uma etapa de identificagdo prévia de ACYS.
Isto certamente introduz dificuldades no procedimento, mas, por outro lado, abre espaco para
quantificacao individual das ACYS presentes, o que pode ser de interesse em alguns casos.

4.5. Quantificacao espectrofotométrica de ACYS individuais:

Os espectros UV-VIS de solucdes dos padrdes comerciais de ACYS 40 mgL™' em

metanol com HCL 0,1 % v/v estdo apresentados na Figura 28.
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Figura 28: Espectros UV-VIS das solucdes dos padrées comerciais de ACYS 40 mg L™ em metanol
com HCL 0,1 % (v/v) utilizados no presente trabalho. p1: cloreto de pelargonidina, p2: cloreto de
malvidina-3-glicosideo, p3: cloreto de pelargonidina-3-glicosideo, p4: cloreto de cianidina-3-
galactosideo, p5: cloreto de cianidina-3-glicosideo,p6: cloreto de cianidina-3,5-diglicosideo, p7:
cloreto de cianidina-3-rutinosideo e p8: cloreto de peonidina-3-glicosideo. Branco: metanol com HCI
0,1 % (v/v).
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A Figura 28 indica que a quantificacao direta de ACYS individuais a partir de medidas
de absorbancia em UV-VIS nao é trivial, pois seus espectros sdo muito semelhantes, com
intensa sobreposicado. Eventualmente métodos quimiométricos de calibragdo multivariada ou
deconvolucéo de curvas sejam necessarios para resolver o problema e isso representa uma
perspectiva futura de trabalhos do GPQUAE.

Por outro lado, esses espectros trazem indicagbes sobre as estruturas das
antocianinas, em funcdo da quantidade de grupos metoxilas e hidroxilas presentes nos
padrdes de ACYS utilizados. A Tabela 3 traz um resumo dessas informagdes e as estruturas
desses padrdes estdo apresentadas no ANEXO 4.

Tabela 13: Numero de grupos metoxila e hidroxila nas estruturas dos padrées de ACYS utilizados.

Padrio Nome Numero de | Numero de . mx (hm)
Metoxilas Hidroxilas
p1 cloreto de pelargonidina 0 8 521
p2 cloreto de malvidina-3-glicosideo 1 10 528
p3 cloreto de pelargonidina-3-glicosideo 0 8 508
p4 cloreto de cianidina-3-galactosideo 0 11 523
p5 cloreto de cianidina-3-glicosideo 2 7 530
p6 cloreto de cianidina-3,5-diglicosideo 0 7 524
p7 cloreto de cianidina-3-rutinosideo 1 7 531
p8 cloreto de peonidina-3-glicosideo 0 4 525

Com relacédo a influéncia de grupos metoxilas e hidroxilas no comprimento de onda de
absorcdo méaxima, pode-se observar que p2, p5 e p7, sdo os padrdes que apresentam 0s
maiores comprimentos de onda de absor¢do maxima. Isto esta diretamente relacionado com
a maior quantidade de grupos metoxilas, que leva a um deslocamento batocrémico quando
comparado com outras ACYS **'%":. Os demais padrdes apresentam um deslocamento
hipsocromico do comprimento de onda de absor¢gdo maxima, pois apresentam maior numero
de grupos hidroxilas quando comparados aos p2, p5 e p7 **'°'. Isto aponta a relavancia da
espectrofotometria para obtencao de informacdes estruturais de ACYS.
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CAPITULO 5:
CONCLUSOES
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Avaliando os resultados obtidos para os procedimentos de extracdo, conclui-se que
ACYS podem ser extraidas de maneira simples e rapida com a utilizagao de etanol 94% v/v
como solvente extrator, sendo a mais vantajosa em comparagdo com os demais solventes
testados porque permite obter extratos mais concentrados e mais estaveis, além de evitar o

aparecimento de fungos durante um periodo mais longo.

Os testes com o residuo liquido que se considerou “produto de extracao indireta pela
agua do degelo” mostraram que cerca de 12% de ACYS estavam contidas nesse residuo,
portanto 0 mesmo nao deve ser considerado desprezivel, principalmente quando a proposta
visa aplicagao industrial.

Os resultados dos testes de estabilidade indicaram que se observa menor degradacao
de ACYS quando se utiliza apenas casca no processo de extracdo da jabuticaba e do refugo,
com etanol 94% v/v como solvente extrator. Este solvente apresentou melhores resultados
também para as duas espécies de amoras estudadas. Além disso, a utilizagdo de
armazenamento sob refrigeracdo dos extratos obtidos é mais adequada.

Os extratos de refugo degradaram mais rapidamente quando comparados aos
extratos de jabuticaba, provavelmente porque nesses frutos que ja sofreram algum tipo de
deterioracao, os produtos de agdo de microorganismos, oxigénio e enzimas estao presentes

em maior quantidade e isto pode acelerar os processos de degradacgao.

O uso de conservantes em extratos aquosos reduz o aparecimento de fungos e
também retarda a degradacao total das ACYS quando comparados a extratos aquosos que
nao utilizaram conservantes. Apenas no caso do sorbato de potassio devido suas
caracteristicas houve degradacao total das ACYS nos primeiros 30 dias de armazenamento.
O conjunto nipagin +nipazol foi o que apresentou melhores resultados de conservagao dos
extratos estudados, além de ser o mais barato. Os extratos mantiveram-se sem
aparecimento de fungos durante 300 dias de monitoramento.
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Em relacédo a obtencéo dos “extratos secos de ACYS”, a secagem sob fluxo de ar em
capela mostrou-se mais vantajosa por ser mais rapida e simples, com reduzida exposi¢cao do
material de interesse a fatores como luz, variagdo de temperatura entre outros que interferem
na degradacao das ACYS.

De acordo com os resultados obtidos pelos métodos espectrofotométricos e suas
adaptacbes (Tabela 6, pagina 60), ha concordancia dos resultados, apontando a adequacao
de uso direto das medidas de absorbancia dos extratos em solugdo com pH = 1,0 para
quantificacdo de ACYS totais presentes, sem necessidade de uso de padrdo que tem custo
elevado, nem outras correcdes adicionais, o que agiliza procedimentos de quantificacéo para
rotina industrial. Os teores médios de ACYS nas frutas estudadas pelo método
espectrofotométrico F1S foram em mg ACYS/100 g de fruta: 153£3 para amora, 83+2 para
amora preta, 40,0+0,2 para jabuticaba e 31,8+0,6 para refugo. Os teores médios de ACYS
nas frutas estudadas pelo método utilizando HPLC foram em mg ACYS/100 g de fruta: 180+4
para amora, 68t5 para amora preta, 2512 para jabuticaba e 27+2 para refugo. Esses
resultados obtidos a partir de técnicas diferentes ndo apresentaram diferenca significativa
com 95 % de confianca.

Ao realizar a comparacdo do método utilizando HPLC com o método
espectrofotométrico F1S para quantificacdo de ACYS totais em extratos de frutas, F1S com
medidas de absorbancia em pH=1,0 no comprimento de onda de absor¢do maxima
mostrou-se ainda mais adequado para aplicagdo industrial, pois apresenta caracteristicas de
simplicidade, rapidez nas medidas, baixo custo de andlises e ndo necessita a utilizacdo de
padrées de ACYS que possuem custo elevado.

Os espectros apresentados na Figura 28 sdo muito semelhantes, com intensa
sobreposicdo, o que dificulta a quantificacdo de ACYS individuais por métodos
espectrofotométricos. Eventualmente métodos quimiométricos de calibracao multivariada ou
para deconvolugdo de curvas sejam necessarios para resolver o problema e isso representa
uma perspectiva futura de trabalhos do GPQUAE.
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CAPITULO 6:
TRATAMENTO DE RESIDUOS
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Todos os residuos gerados durante os trabalhos experimentais foram descartados
e/ou tratados corretamente de acordo com as normas da Comissdo de seguranca do 1Q-
UNICAMP.

As solucdes acidas ou basicas sem ions tdxicos foram descartadas na pia apds

neutralizacao.

O metanol foi armazenado em frascos adequados e submetido a Comissédo de

seguranga para envia-lo para incineragao.

A acetonitrila foi armazenada em recipientes adequados e tratada pela Comissao de

seguranca seguindo-se as recomendacdes descritas nas referéncias:

v" Prudent Pratices for Disposal of Chemicals from Laboratories, Committee of
Hazardous Substances in the Laboratory, Washington D.C., National Academy
Press, 1983.

v" Toxic and Hazardous Industrial Chemicals Safety Manual, Japan, International

Technical Information Institute, 1982.
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CAPITULO 7:
PERSPECTIVAS
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Tendo em vista a perspectiva de inicio de aplicacdo industrial dos processos
otimizados de extragcdo, planeja-se a realizacdo de testes em escala piloto e o0 estudo de

secagem de frutas para testes como nova forma de material de partida.

Como a quantificacdo de ACYS totais em extratos de frutas é de interesse para
implementagdo de processo industrial, prevé-se a elaboracdo de um protocolo de analise
para aplicacdo em anadlises de rotina para controle da qualidade dos extratos com

procedimento simples e validado, envolvendo medidas espectrofotométricas.

As dificuldades de quantificacdo de ACYS individuais por espectrofotometria devidas a
semelhanca de espectros podem vir a ser superadas com a aplicacao de procedimentos de
calibracao multivariada e algoritmos de resolugcéo de curvas, o que ja estd em planejamento
para outros trabalhos do GPQUAE. Além disso, também se pretende explorar a
potencialidade de métodos quimiométricos para estimar outros parametros de qualificacao de
extratos e fontes de ACYS, cujo potencial de aplicagdo nos mais diversos segmentos

certamente estimula novos estudos.
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ANEXO 1: Informacoes de caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas da agua
corrente utilizada nos experimentos.

- . . 3 1M1
T (—-I ; Preservagio do meiv Ambiente Lida.
__éJ -/ & Servigos Asmaliticos ISO 5001 / 2000
RELATORIO DE ANALISES N.° 1304-4/07
DADOS DO CLIENTE
Cliente: Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP
Endereco: Rua Zeferino Vaz — ESTEC
Cidade: Campinas - SP [ Contato: Eng ® Vicente
DADOS DA AMOSTRA
Descricdo da amosira: Agua Tratada | identificac3o da Eco System: F 18494 e B 27232
Ponto de coleta:Reservatdrio Principal - 1Q Coletor: Eco System
Data da coleta: 22/03/07 Horario da coleta: 14:18 hrs
Data da entrada no laboratério: 22/03/07 Data da emiss&o do relatério: 02/04/07
RESULTADOS ANALITICOS
PADRAO DE ACEITACAO PARA CONSUMO HUMANO
Parametro Unidade Valor Maximo Amastra
Permitido F 18484
Aluminio ma/L Al 0,2 0,03
Aménia (como NHa) mg/l NH3 1,5 <0,01
Cloreto mg/l Cl 250 345
Cor Aparente UH 15 5
Dureza mg/l CaCOs 500 70
Etilbenzeno mg/t 0,2 < 0,01
Ferro mg/l Fe 03 <0,01
Manganés mg/l Mn 0.1 0,06
Manoclorobenzeno mag/l 0,12 < 0,001
QOdor - N&o Objetavel Nao Objetavel
Gosto - Nao Objetavel Nao Objetavel
Sadio mg/l Na 200 6
Sdlidos Dissolv. Totais ma/l 1000 41
Sulfato mgll S04 250 7
Sulfeto de Hidrogénio mg/l H2S 0.05 < 0,001
Surfactantes mg/l LAS 0,5 < 0,001
Tolueno mg/l 0,17 < 0,001
Turbidez ut 5 <1
Zinco ma/l Zn 5 0,02
Xileno mg/l 0,3 < 0,001
pHa25°C - 60-95 8,07
MICROBIOLOGIA
Parametros Unidade Valor Maximo Amostra
Permitido B 27232
Coliformes Totais NMP/100mi Ausente Ausente
Escherichia Coli NMP/100mi Ausente Ausente
Item 1) Este relatério s6 podera ser reproduzido na sua integra e sem nenhuma modificagdo
Item 2) As avaliagGes analiticas referem-se somente s amostras coletadas pelo Laboratério
Metodologia Analitica: "Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater”— 21th Edition. 2005
Norma Consultada: Portaria 518 de 25/03/2004 do Ministério da Satide
CONCLUSAO
A amostra esta de acordo com os padrdes Fisico-Quimicos e Bacteriolégicos conforme a Portaria 518 de 25 de Margo de 2004
do Ministério da Saude. quanto aos p tros analisados.

[
|

Topgdallbc— M Guldl

Femanda Mara de Scusa Marcia Aparecida Gontieri
Analista Quimica Bidloga
CRQ: 042005694 CRBio: 23820/01-D

Rua Leonor Ponessi Cappelli, 470 - Bairro Sta. Candida - CEP 13087-579 - Campinas-SP - Fone/Fax (0xx19) 3256-6173 site; www.ecosystem.com.br
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i Ambiental Ltda. R. Aujovil Margini, 201 - Bairro Dois Cérregos - Piracicaba - 5P - CEP: 13:420.813 - Fone: 0B00:707 0719 - Fax: (19) 34174711 - @

HICIALERI :

£
AMBIENTAL

AJUDANDO VOCE A PRESERVAR O FUTURO

BOLETIM DE ANALISE N° 16573/2007-0
Processo Comercial N® 1173/2007-4

DADOS REFERENTES AO CLIENTE

Empresa solicitante: Universidade Estadual de Campinas
Rua Candido Portinari Cid. Universitiria Zeferino Vaz, 163 - - Bardo Gemldo Campinas - SP - CEP:
Badersts: 13.083-817 .

Nome do Solicitante: Vicente Vale

DADOS REFERENTES A AMOSTRA

Identificagdo do Cliente: | Agua Reservatério Instituto Quimica

Amostra Rotulada como: | Agua

Coletor: . Anderson Coetho (Bioagri) " | Data da coleta: | 20/3/2007 09:47:00

Data da entrada no laboratério: | 20/03/2007 - Data de Elaboracdo do BA: | 26/03/2007 '

RESULTADOS ANALITICOS DA AMOSTRA

Parimetros Unidade LOQ Resultados analiticos Portaria 518/04 - VMP
Cor ] Hazem 5 5 15 -
Turbidez UNT 0,1 PR y 5
pH . pH 0-14 7.70 -  6.0-95(%
‘Coliformes Totais PA/100mL - Ausentes Ausentes

Portaria 518/04 - VMP portaria 518 de 25 de margo de-2004 do Ministério da Satade

pH* = Faixa Recomendada

Notas

LQ = Limite de Quantificagdo.

Abrangéncia

Ofs) resultado(s) referem-se somente a(s) amostra(s) analisada(s).

Este Boletim de Andlise s6 pode ser reproduzido por inteiro e sem nenhuma alteragio.

Data de realizaciio das andlises =
A Bioagri Ambiental garante que todas ‘as analises foram executadas dentro do prazo de validade de cada parfimetro segundo o
Guia de Coleta ¢ Preservagiio de Amostra SQB 008 da Bioagri Ambiental, e condigdes descritas na proposta comercial referente a

este trabalho. Todas estas datas constam nos dados brutos das anélises e estdo A disposi¢dé para serem solicitadas a qualquer
momento pelo interessado.

Plano de Amostragem
- Local da Coleta: Reservatorio Instituto- Quimica C =

Tipo de Amostragem: Simples (pontual)

Ocorréncia de chuva nas altimas 24h: Sim

Outras informagdes: Amostra Limpida

Interpretaciio dos Resultados :

Comparando-se os resultados obtidos para a amostra com os valores estabelecidos pela pOﬂ.ﬂ.ﬂﬂ 518 de 25 de margo de 2004 do
Ministério da Saide podemos observar que: Os pararn:::ma satisfazem os limites permitidos. ' h

Referéncias Metodoldgicas

Coliformes: SMEWW 9223 B - Enzyme Substrate coliform Test

Cor: SMEWW 2120 C - Spt:ctmphoTomctnc Method

pH: SMEWW 4500 - H+ - B - Electrometric Method

Turbidez: SMEWW 2130 B - Nephelometric Method

Revisores

Pagina 1de 2/ B.A: 16573/2007-0

com.br-

.com.br
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Valéria Diniz Castilho
Sabrina Teruko Takami
Carlos Goia

Coordenadora de Projeto
CRQ 04456607 - 4a Regido
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ANEXO 2: Avaliacao de Vazao da Capela pela Comissao de Seguranca do Instituto de
Quimica da UNICAMP.

Pagina 1 de |

%,

p& Diretoria de Segurancga do Trabalho —
v Instituto de Quimica

\J
s

Campinas 17 de dezembro de 2007.

ST-47/ 2007

Para:

Martha Maria Andreotti Favaro

De:

Diretoria de Seguranca do Trabalho - 1Q

Ref: Avaliacdo de vazao de ar na capela.

Prezada Martha,

Conforme vossa solicitagio, informamos que no dia 17/12/2007, avaliamos a vazdo de ar da
capela do laboratorio | -125 as 14h40. Utilizando-se um anemdmetro digital de marca LT Luiron, modelo
AM-4202, devidamente calibrado em 27/11/2007, na faixa de medicdo metros por segundo (m/s), foi
analisada a velocidade do ar em vérios pontos da capela, obtendo os seguintes resultados:

Capela / Patriménio N° Vazdo: l Abertura:
11110700 0.6 m/s ] 28 cm

Considerando a Instrugdo Normativa SESMT/DGRH / UNICAMP N°. 03/2005 “A vazdo do
ventilador deve ser especificada para fornecer velocidade de ar na abertura frontal na ordem de 100 a
150fpm (0.5 a 0.762 m/s)".

Obs. A instrugdo Normativa (IN) SESMT/DGRH / UNICAMP N°. 03/2005 é a revisdo mais
atual da IN - SESMT/DGRH / UNICAMP N°04/1988.

Conclusdo:

De acordo com o resultado obtido a capela atende as especificacdes minimas de vazio de
ar, de acordo com a Instrugéo Normativa SESMT/DGRH / UNICAMP N°. 03/2005 -Revendo o (a) usuario (a)
manter a tampa em abertura maxima de acordo com a demarcacdo amarela feita'na laterais da capela.

Drsai\

t

X
Elizabeth Fernandes Ferreira
Diretora da Seg. do Trabalho do Q.

Diretoria de Seguranca — Instituto de Quimica — CP 6154 — CEP 13083-970 - Campinas, SP
Fone (0191 3521-3015 FAX (019) 3521-3023 F-mail' csenir@iom unicamn hr
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ANEXO 3: Testes estatisticos utilizados para analise dos dados

Teste t-pareado:

O teste t-pareado tem a finalidade de comparar a exatidao entre resultados de dois
métodos diferentes, utilizando-se a Equagdo 18 %°.

= (X1 _X2)1/2 Equacéo 18
( " h J
S| —+—
n, n,

onde: X;e X,=médias das determinacées de cada método, s = estimativa do desvio padréo, n; e
n, = numero de determinacdes de cada método.

O intervalo de confianga utilizado foi de 95 % e o grau de liberdade foi o nimero de
determinagdes de cada método. Com esses dois parametros encontra-se o0 valor de tapelado-
Se o0 valor de taiculado fOr menor que o valor de tiapelado, 0S resultados ndo possuem

diferenca estatistica significativa com 95 % de confianca .

Teste F:

O Teste F tem a finalidade de comparar a precisdo dos resultados, utilizando-se a
Equagdo 19°%°.

s Equacao 19

onde: s, e s, sdo os valores de variancia obtidos pelos dois métodos, sendo que, por convengao,
o valor de variancia maior é colocado no numerador.

O intervalo de confianca utilizado foi de 95 % e com esse parametro encontra-se o
Va|0|’ de Fcn'tico.
Se o valor de Fcacuado for menor que o valor de Fgriico 0S resultados ndo possuem

diferenga estatistica significativa com 95 % de confianca .
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ANEXO 4: Estruturas dos padroes de ACYS utilizados no estudo com
espectrofotometria.

Cloreto de Cianidina-3-Galactosideo

Cloreto de Malvidina-3-glicosideo
_ OCHj;

HO OH

Cloreto de Pelargonidina-3-glicosideo

OH HO OH OH
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