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RESUMG

O extratos metanslicos da berinjela, amora e morango foram fraciona~

dos & as principals antoclianinas das fragiies foram identificadas e

usadas para estudar sua establlidade.

rarda mntocianina foi identificada por cromatogralia em papel, carac-
teristicas especirocdpicas e reagBes quimicas especificas. A estabi-~
iidade de cada antocianina & sua aglicona. assim cOme seus Ccompl exos
com acide tanico e acido galice, foi estimada determinando-se a perda
de abscorbincia no Amex em fung¥o do tempo sob irradiagZo a luz = no
escurc, a diferentes pHs. A partir dos valores de absorbincia foram
calculadas as constantes de velocidade de reacfo de pseudo primeira

ordem assim como © tempo de meia—-vida para cada sistems.

As seguintes antoclaninas foram identificadas a partir da berinjela,
amora e morange: delfinidina 3-rutinosidec, cianidina A—glicosidec &

pelargonidina 3-glicosideo, respectivamente.

Enguants a complexagfco de cada antoclanina & a aglicona com Acido L&-
nico (1:2 molsd produziv um consideravel aumenio nos valores do tempo
de meia-vida dos pigmentos, a complexagio com acido galico ndFo aumen-—

tou a2 resisténcia da delfinidina S-rutinosidecs 4 luz & ag aumentc de

pH de 1.8 para 2,0.

Luz foi o efeito mais destrutivo para a cor dos pigmentos, egpaecial ~

mente a pH 2,0
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A maior estabilidade conferida pele Acido tanico as antocianinas e
suas agliconas foi atribuida & formag¥c de um complexo, onde dois dos
andis aromiticos da moléculs do acido tinico encorporaria © ansl A @
o amal.de pirilium, e uma segunda malécula de scido Lanico protegeria
o anel B, formando um complexs molecular do tipo empilhamento hidro-
fedlaloo, estabiiizada por interagBes -7l sntre os varios angls aroma-
ticos & tambeém por pontes de hidrogénio entre o5 grupos hidroxilas do
4r-ide tanico e as hidroxilas do agdGcar do ansl B, assim como com as

do agtcar ligado & aglicona.
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SUMMARY

The MeOH extracts from egg plant, blackberry and strawberry were
fraciionated and the main anthocyanins from the {racltions were

identified and used to study their stability.

The structure of each anthocyanin was determined by paper chroma-
tography. speciroascopic characlteristics and specific chemical
reactions. The stability of each anthocyanin and its aglycone as well
as their complex with tannic and gallic acid was estimated by
determining the loss of absorbance at each Amex as a funcltion of time
under “daylight® lamp irradiation and in the dark at different pHs.
From the absorbance values the specific pssudo first order reaciion

comstants were calculated as well as the period of half-life for each

system

The following anthocyanins were identified from egyg plant: del phi -
nidin Z-rutinoside. from mulberry: coyanidin Z-glucoside, and from

strawberry: pelargonidin 8-glucoside.

while complexation of each anthocyanin and aglycone wi th tannic acid
£1:2 molsd produced a considerable increase in the values of tirz of
the pigments, gallic acid did nol increase the resistance of the

delphinidin 3-rutinoside to light and pH increase from 1,5 to £.0.



Light was Lhe most destructive effect for pigments colors especially

aft pH 2,0

The greater stability conferred by tannic acind Lo anthocyanins and
their aglycones was attributed to Lhe formation of a complex wilh a
siructure where twe aromatic rings from the tannmic acid moleculs
would encompass ring A and the pyrilium ring protecting B and forming
a hydrophobic stacked molecular complex stabilized by M-Il ring
interaction and H bonding betwsen OH groups of tannic acid and the OH

groups of both sugar moiely arpd B ring.
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1. IHTRODWCARO

O tipo de alimento gue as pessoas escolhem = as guantidades que elas
ingerem dependem largamente das preferéncias individuais, estandc a
aceitag¥o do alimento condicionado & sua cor, aroma, textura «, natu-

ralmente, a consideracles econdmicas.

A cor & um fator de escolba por seu intrinseco valor estélico e, mai -
tas wveres, erronsamente utilizada pelos consumidores come base para

identificacic & julgamento da gualidade do alimento.

e corantes artificiais, fregquentemente usados em subsliiuigdo ou re-~
forgo dos corantes naturais, tem tido seu uso gquestionado por téoni-
cos e pelos consumidores que desejam malor seguranga no consume de
alimentos. Conseglentementes, cresceu o interesse ne uso de corantes
paturais. entre ©s quais as antocianinas, também como resultado da
-retirada da maioria dos corantes vermelhos, tipo aro da lista de co-
rantes artificiais permitidos. As antocianinas tem diversas vanlagens
gue justificam seu estudo para substituir os corantes aritificiais:

1. Tem sido consumidas peor homens e animails por incontéavels

geracfes sem apresentar efeitos nocivos a satde,
2. S¥o intensamente coloridas.

3, S¥o aquoscliveis, © que simplifica sua Iincorporag@o  aos

sistemas aguosos dos alimentos.



Enbretante, as antocianinas apresentam algumas desvaniagens. COmo 4
dificuldade de enconirar fontes economicamsnie viavels £ sua instapi-
lidade., Consegliientementie, & procura de fontes & o estudo da estabili-
zagd¥c das antoclaninas constituem campos gue devem ser pesgulsados
para que o emprege extensive e intensive de antocianinas em alimentos
pormita a eliminag®c ou diminulgdo do use dos corantes artificials,
atyalmente preferidos pelo prego & por SUas caracteristicas fisico-

gquimicas gue facilitam seu uso.

Na literatura n%o existe nenhuma informaglfio sobre © compor tament.o das
antocianidinas, possivelmente por se considerar gue oS dados seriam
ox mesmos ou praximos das antocianinas para as respectl vas antociani -~
dimas, sem levar em conta porém a extrema instabilidade das antocia-
nidinas, onde a falta de uma ligagde hemiacetalica no -3 facilita a
formagdo de esiruturas quimicas. O presente itrabalho tem por abhjetivo
estabelecer dados sobre a estabilidade das antoci ani dinas comparati-—
vamente & das antocianinas. além de avalliar o efeito dos substituin-

tes no anel B e seu efeito scbre a copilgmentagio,



2. rpryvisidio mBiBLIOGRALFDCA

2.1 FEstrutura Quimica das Antocianidinas e Antocianinas

Todas as antocianidinas e antocianinas tem a estrutura basica do ion
4'~hidresdflavilium C(Figura 1D. As antocianinas s¥o os glicosideos
poliidroxi ou polimetoxi derivados do fon flavilium & as antocianidi-

nas s%o as agliconas correspondentes.

Figura 1: 4-hidroxiflavilium, niclec basico das antocianidinas
e antocianinas CHarborne, 1887)

Az antecianidinas diferem entre si pelo nimerc de grupos hidroxilas
presentes na molécula e no grau de moetilacko desses grupos. Nas anto-
cianinas a natureza & o numero de aglUcares, bem como de acidos liga—

dos na posicio 3 e 6 dos agloares, constitusm as diferecas ingdivi-

duais.

Com poucas exceedes (3-desoxiantocianidinasd a estrutura basica das

antocianidinas € a de cation 3,5,7,4’-tetraidroxiflavilium (Figura
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Figura 2: Estrutura basica das antociadinidas (Harborne, 1967

Exigten hoje dezessete antoclianidinas ﬁQuadrO 13, com seis delas {(pe-
largonidina, cianidina, delfinidina, petunidina, malvidina e peonidi-
nad ocorrendo com maior fregiéncia come agliconas de varias antocia—
ninas entre as guais est¥o algumas das mais importantes usadas como

corante para alimentos (Francis, 1888).

A glicosidag¥o das antocianidinas pode ocorrer nas posigBes 3, &, 7,
2r . 47 e B, Se um 54 aglcoar estiver presente ele estara sempre na
posigio 3. Se wma segunda poslcio estiver glicosidada, ela &€ fre-
giientemsnte localizada na posi¢do ®, & raramente na posigEo 7

CHarborne, 198B8Ba2.



Quadre 1: Agliconas encontradas atualmente em Antocianinas

Modelo de
Nome Subgtituigxa Cor
3 = & 7 4" 0B

Apigenina H OH H OH H o H laranja
lateslidina R OH H oH OH OH H laranja
Triacetidina H OB H o OH OH OH wermelha
FPelargonidina o OH H OH §© CH H laranjia
Anrantidina O O OH OH H OH H laranja
Cianidina OH ©OH H OH ©OH OH H laranja—averm.
S-met.ilcianidina OH OMe H OH OH OH H laranja—averm,
Peonidina o OH H o4 OMe CH H vermel ha
S-hidroxicianidinal OH ©OH ©OH O©OH ©OH OH H wvermal ha
Delfinidina O OH H o OB o OH vermelha azulada
Petunidina O OH B O  OMe OH OH vermalha azulada
Malvidina oH ©OH H OCH OMe OMe OH vermelha azulada
Pulchelidina OH OMe H OoH OH OH OH vermelha azulada
Enopidina o OMe H OH OMe OH  OH vermaelha azulada
Capensinidina OH COMe H OH OMe OH OMe [vermelha azulada
Hirsutidina O OH H OMa OMe OH 2 OMe (vermelha azul ada

CFrancis, 18883

O agucares enconirados com malor fregléncia na natureza ligados as
agliconas sfo: glicose, Tamnosea, xilose, galactose, arabinose e fru-
tose, gue podem estar presentes na forma de monoglicosideos, diglico—
sidecs e triglicosideos. O diglicosideos podem ser formados pelos
mesmos agucares come soforose (ligagio 71 + 2 glicose-glicosed e
gentiobiose (ligag¥c 1 » © glicose-glicose) ou combinagBes de dife-
rentes aglcares, como glicose e rannose na rutinose,. As antociani-
dinas sendo instaveis & muito menos scluvels gque as antocli aninas, ndo
se acumulam na planta (Harborne 18072 e os pigmenlos gue ooorrem nas
flores, frutas e flores estfo na forms glicosidica, com O aclocares

conferinda solubilidade e estabilidade as arrtocianidinas (Timberl ake

et al, 19662,



O Acidos mais comumentie encontradeos nas antocianinas s¥o, por ordem
de ocorréncia, cumarico, caf@ice, ferdliceo, p-hidroxibenzdico, sina~-

pico, maldnice, acélico, succinlco, ox&lice & malico

2.2 Extragio

Muitos dos processos de extracfo para antocianinas foram desenyolvi-

dos para a extragfio dos pigmentos de cascas de uvas como subproduto

da fabricacio de vinhos.

Di versos processos foram descritos, em sua maioria patenteados, em
pregando sclucBes aquosas de S0z comes extratante das cascas, com va-
riacBes modernizadas da mesma téecnica, utilizands enzimas, acido sul-~-
farico, resinas, extracfo dos tartaratos precipitados por refrigera-
¢¥o, entre outros, preconizados por diversos autores, inter alia;
Shrikhande (16842, Andreev e Shprizman, Yokoyama e Ono, Toaskoy £

¥ontarev Ceitados por Francis, 1980

Outros auvtores utilizaram oulros Eclventes’para extrair aptocianinas
de cascas de uvas: Clydesdale et al (19782 & Calvi e Francis (13840
usaram acido citrico Q,01% em metanol para obiter um corante em po
para estudos de estabilidade destes pigmentos em bebidas e misturas

para sobremesas.

A eficiéneia de varios acidos na extrag¥oc de antoo) aninas com Ygrupos

scidos, aliffsticos ou aromaticos, foi estudada por Chiriboga e



Francis (1870)., De acordo com c:;s avtores, metanol sem Soido extraiu
somente 5% das antocianinas em 30 minulos, mas com a adicic de ©,03%
de 4cido cloridrico, a exiragio elevou-se a 19% em 30 minutos.
Chiriboga e Francis tLambém concluliram gue conceniragdss acima clee G
de aAcide acstico em metanol resultaram en extraghes pobres. Entretan—
tor, Melivier e Francis {(citado por Francis, 1988) verificaram gue
gquando o solvente utilizado foi agua, &cido acélico fol o mails efati-
vo Tia extrag&o.de antocianinas aciladas. Us referidos avtores consi-
deraram como solvents mais sficiente solugles de metanol contendo HCL
O.01%. Metancel fol 20% mais afetivoe gque etanol e 73z mais sfeltivo gque
agua. Acido citrico em metancl foi o scido orgianico mais ={elivo na

extrag®c das antocianinas, seguide dos &acidos tartarico, formicos,

acetino ¢ propidnico.

z % Purificag¥c de Antocianinas

¥rolstad & Putnam (19692 usando resinas de troca idnica para purifi-
car antocianinas encontraram dificuldade na sluicio dos pigmentos da
resina usando soluges 0,1 até 1,0% de HCL em metancl. De acordo com
os auvLores, o aumento da concenitrag¥o para 0% apresentoy uma melhora
ns recuperacico dos pigmentos, porém, acompanhada de hidrélise dos
mesmos. Melhor eficiéncia na purificagfoc encontrada pelos aulores.
fri em coluna cromatografica de PVE Cpolivinilpinolidonad, em pé ou
em suspensfo aguoesa ou misturado ao extrate. De acordo com os referi-

dos autores, o mecanismo de adsorgio seria dependente da formagfo de



fortes pontes de hidrogsénio enire o oxigenio da ligag¥o peptidica o

PYP e oz protong dog grupos hidroxilas fendlicos da antogianina.

Varias resinas foram testadas na purificagdo de antogianinas. Entre
elas, Amberlite CG-B0 & IRC-50, se mostraram as mais sficientes de
 acordo com Chiriboga e Francis (18702, que consideraram a IRC-50 le-

vemente inferior a CG~50 por causa da incompleta sluigio do pigmento.

Hrazdina (1970 empregou PVP como adsorvenle para coluna cromatogra-
fica para separar 2,5~diglicosideos de malvidina, peonidina, petuni-
dina, cianidina e delfinidina, enquanto Van Teeling et al (18712 se—
pararam antocianinas de impurezas como agucares, acidos cinamicos,

antorcianidinas e flavondides,

Pifferi e Vaccari (18812 estudaram alguns parametros (pH, tipo de
=nl venie, tempo de adsargdo. etcd com o okjetive de alcangar a mals
eficiente separag¢fc de anltocianinas poliidroxiladas. independente do

tipo de glicosidagZo, usando colunas de alumina.

Usando colunas de PYP comercial purificads, Stringheta el al 19930
conseguiramn a eliminagfo de flavondides ni¥c antocifinicos em exiratos
de Panicum melinus, em processc gue Visava a purificacfo primaria do
ewirato, EBEntretanto os referidos aulores verificaram que algumas das

zemas contende antocianinas n¥o puderam ser eluidas da coluna de PVP.



7 4 ConcentracBies de AntOCianinas por Ultrafiliragcio e Osmose

Revergsa

 Combe e Ladet, citados por Francis (1888, palentearam um processo om
gue o extrato aguoso, obtido da extracioc em presenca de Sz, era
ultrafiltrade usande uma membrana de separagdo de aproximadamente

=0, 000 CPMD e press¥o de 10 Kgom'.

Macromoléculas, tals como produtos poelimericos resultantes da degra-
dagfc das antocianinas, pectinas & téninOS. foram removidas por ual-
trafiltrac¥o de um residuc gerado no processamento do suco de Ycran-
berry™, empregando membranas oom "out of £ de 20.000 e 50G.000. De
arordo com Woo st al (18802, o sxirato obtido contendo ,28% de s3li-
dos, constituido principalmente a7 de acidos & agucares, fol puri-

ficado & concentrado por OSMOSE rEVer s a.

Philip (18843 purificou e concentrou extratos agquosos de cascas de
uvas por ulirafiliragso, empregando membrana de acstalo de celulose
com “cut of " 1000, gue relém peclinas e permitiu a passagem de aci-

dos organicos como aoido tarlarico e sais.

o= referidos autores nfo conseguiram a separacfic dog taninos,. Jja que
eles tém peso molecular na mesma faixa das antocianinas £ nem dos an—
traniliatos Cantranilato de metilad gus apesar do baixe PM Ci812, fi-

caram retidos por causa de sua baixa zolubllidade em agua.



4 alta porcentagem de acido citrice C10% empregado para extragio de
antocianinas aciladas limitou a concentragio do extralo por svapora-
c¥o e tamb@ém resuliou numa baixa velocidade de permesaglio na concenw
irac¥o em osSmose reversa usando membranas com “cul of £ 500, possi-
velmente devido 2 alia pressfc osmdtica do Asido ciitrico na selugfo
aguosa. A solugdo encontrada por Chung et al (188062 fol utilizar mem-
branas cem maior grau de porosidade, de “cut ol f™ 85,000, 0O referidos
autares observaram uma significativa diferenga na restengfo entre as
sntorianinas & outros solutos. As antocianinas ficaram reltidas na
membrana possivelmente, segundo O autores, devido & formacic de com—
plexes copigmentados, de alto PM, com flavonas e glicosideos de fla-
voras presentes no extrato, enguante &dcido citrico podia passar atra-

wvés da membrana.

2.8 Metodos Analiticos Cromatograficos

2.%. 1 Antocianinas

As relagPes entre estrutura = mobilidade cromatografica, em cromato-
grafia em papel, de varias antocianinas, indicavam gue gquantoc malor ©
nGmeroc de grupos hidroxilas presentes na moldécula da antocianina, me—
mor @ valor do Rf, tantc em solventes alcodlicos comc agquosos, &nv
quan%m o efeito inverse era produzide pela metilagcio, em ambos 0%

welventes., CHarborne, 18670

A identificac¥o das antocianinas de quatroe novas espécies Rubus feoi

phitida por Barrit e Torre (19732, ac empreagaren cromatografia em ca~
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sia delgada =m placas de celulosys desenvol vidas em DBA¥ Cheptoanol —acy —d

gua. B5:31:8, WYV o= WHF Cagus-acido cloridrico cohoens trado-sonds

ol stad = Heatherbell (18742 isclaram wmin antocitaninas da Ly
homondre betacea empregando cromatografiia descendenie @M papel  com
= molwvenies PAW (n-pentancl-adcido acético-agua Erl:i. veOwsrwd e AWH

Aeidn acsebiooc-agua—acido cleridrico, 15:82:; 3, wovr vl

possibilildade de distinglir antocianinas glicosiladas na posigdo A

amel BY., de rara ccorréncia. de OulLros glicosideos em OULIas [aler 0y

Ses pelo uso de solvenles Phtandlicos® foi discutida por Yoshitame

Abe C1@7E}, usandoe cromatografia &m papsl & em camada delgada., Us

eferidos autores ODSerVaram Jgue erniquante 3,3 -diglicosidecs de cia-

-idina tinham Ef similares aos correspondentes 2, 7-diglicosidecs em

sl ventes agquosos, diferetes RO foram obtidos, usandoe selvenles como

BAW (n-butanol -adcide acélico—agua. 4:1:5, wevevsr e Bol Un-butanct -

feide cloridrice 2N, 101, v

Ha purificagfo dos ol gmentos anbocinicos presentes Nas ssmenles & Na

cele de frutos da Cyphomondra belaced, crescida no Brasil, Bobbio et

%1 CAOEEY wtilizaram cromatograllia em camads delgads em placas de ce-
lulese com o ssgulintes sol ventes: RAW. . H{l 1%, Forestal {acido ace-
tico-gcido cloridrico concentrado-agua, A A0,  vOvewd e AWHL As
agliconas [ oram identificadas pelos referidos aniores emp egando,

alam dos dados especlrals, cromatogralfia em papel com Forestal = DBAW

1l



comn sclventes. Placaz de celulose, com BAW e HCL 1%, foram Lambém
empregadas por Beobbio et al (18875 para separar as antocianinas da

Solorrum amer LOGRum,

2.5, 2 Antocianidinas

As dificuldades snconiradas am Separar artocianidinas & =smn evilar s5ua
gradual diminuig¥c da cor, guando do uso dos solvenies mals comumentes
usados em cromatografia em papel ou gquando do empregoc de placas de
celulose MN300, levaram Mullick C1868) a desenvolver um métodoe de
separacio empregando celulose Avicel SF & wvarias combinagBes de sol-
wventes para cromatografia bidimensional. O referido autor estabeleceu
uma relacfo entre os valores de Bf noa diferentss solventes & o nlme-
ro de substituintes no anel B de antocianidinas, aseando-sg am gue O
solvenies MIF {melsnol acvide cloridrico concentrado-adgua, 180:1:10,
wrvryd resol vey as seis antocianidinas mals comuns diferenciadas pelo
nimero de hidroxilas no anel B sem diferenciar se estas estavam ou
nEo metiladas. Desta forma. gelfinidina (trés grupos —OF2. petunidina
(dois grupes ~OH & um grapo ~0H2D e malvidina (um grups —OH e dois
grupcs —~OCH3D apresentaram OF mESmos valores de R em MHW. Final-~-
mente, de todas as combinagles feitas ﬁsr Mullick, & gue sonsistiu de
HMHW, na 12 direcic, = AA¥ (1-pentanol -acido zcéllico-agua, Z:i:%.

oY, na 29 direc¥c, proporcionou a melhor resoluc¥o das misturas

de antocianidinas.

A escolha da aplicag®o da cromatogralia bidimensional em papel para

separagio de antocianidinas por Sakellariades & Luh {1874} foi basea—
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dz no fato de gue o soclvente Forestal mozinhe falhou em separar s
cianidina CRf 49> de pstunidina (Rf 483 e, peonidina LRI B3 de mal-
vidina (Bf 803, De acordo com os aulores, a m&xima resclugic fal con-
seguida empregando Forestal na 1> direc¥o e BuHCL ¢ n~putanol ~dcido

cloridrico 2N, 1:1. vv), na 2% direg¥o.

4 separacfe sinmultinea de mono-, di- e triglicosideos de antocianidi-
nas usando cromatografia em placa de celulose & uma Unica mistura de
solventes constituida por &cido cloridrico~acido férmico-agua, Da
proporgio  24,5: 23,7 Hl.4, mostrou-se eeficienie gde  acorde  com

Andersen e Francis (18855,

= B Cromatografia Liguida de Alta Eficidéncia (CLAES

.5, 1 Antocianinas

Completa separagdo das gquatre principals antocianinas do “cranberry”
foi alcangada por Camire e Clydesdale A7) apds 1 h e 40 min de
andlise uggndo CLAE, fase reversa, em ums coluna de cctadecilsilil
CODED, empregando como fase movel uma mistura de metanol-adcido acé—

tico-agua (B7:10:83, v/vr vl

A itécnica de CL&E.com coluna de fase reversa (Nucleosil 5 Cied desen-
volvida por Hansen e Hansen 10832, tornou possivel aﬁresolugxo cle
ums mistura de guatro antocianinas, ZUuas chalconas & suas agliconas.
e acordo com os auvtores, a fase mevel constituida de acideo fosfdrice
0.08 M em tetraidrofurano CTHF2 (pH 1,82 mostrou-se superior tanioc a

motanol como a acetonitrila comuments usados como modilicadores da
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fase aguosa. Us referidos autores ressaltaram a importdneia de apli-
car essa Lécnica para as chalconas e agliconas tendoe em visia gue am—
pas s3o intermediirios da degradag¥c de antocianinas &, poritanto, de

inlerezse no estudo da estabilidade e metabolismo das antocianinas,

Em wirtude da complexidade da composigfo dos extratos de Voacoinium
myrtiiius, Baj et al (18835 empregaram CLAE para a caracterizag¥®o das
snbocianines de um extrato comercial purificade de V. myrtillius, pre-
sente numa preparagic farmacéutica. De acords con o autores, o ne-
todo gue wtiliza coluna de fase reversa, gradiente de elulgdoc com
dois sistemas de solventes: AY Agus~acido Formico CR0:10, vvwi = Bl
metanct ~acetonitrila~scide férmice (22,5:22.0: 4510, vovevd,  pode

ser utilizado para anilise de rolina de lLodos oS Lipos de exbratos de

¥, myriilius.

0= tempos de retengfo obitidos por Pouget et a2l 19200 evidenciaram a
eficacia da CLAE na identificacio simultines de uma mistura de anto-
cianinas extraidas dos calices da Hibiscus sgbdart fo & suas respecti-
vas agliconas. Empregande coluna RP-18, ms referidos autores‘enconm
traram para as aniocianinas, delfinidina 3I-sambubiosidec & cianidina
F-cambubiosiden oz seguintes tLempos de retengfo: 14755 e igry7",

respectivamente, e 18744% e 19718" para suas respectivas agliconas.

Cromatografia liguida de alla efici®ncia tem também sido usada para
comparar a composigio das fracBes antociinicas no curso do processas
menio de sucos © avaliar a estabilidade dos plgmentos apds a {ermen-
tacin, pasteurizagio @ concentracfe de sucos (Drdak e Daucik. 182807

Especificamente em vinhe de framboess, foi observado gue a principal
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degradacdc de antociaminas ocorrad durante a fermentagfc com perda
apds armazenamentio de Bmesss, com a cianidina E-glicosidec gendo malis
instavel gues a cianidina z-moforosides (Rommel st al, 19800, A auten-
iicidade dops produtos contendo antecianinags e as possiveis adultera-
cBen dos MEEHOR. principal mente em gelé&éias de frutas, pode ser detec—

tads com o uso de CLAE. (Garcia-VYiguera et al, 189830,

2. 6, 2 Antocianidinas

Delfinidina, cianidina e pelargoniding foram separadas em coluna de u
Bondapak, CipsCorasil, el uldas (o) 1] MelH-HAc-HzE (metanol -acido
acético~agua, =20:T78, vowve e detectadas a 280 nm (Adamovics e
Stermitz, 1978). Uma mistura das (rés antocianidinas acima € Wals
malvidina, petunidina e peonidina foi separada enpregando as MeSHAS
condigBes acima mas Ccom detecgfo a S30 nm (Wilkinson et al, 1877D).
Cromatografis liguida de alta eficiéneia em fase reversa fol empre-
gada por Casteele et al 18835 para separagﬁé de antocianidina, anto-
cianinas, proantocianidinas e substSncias relacionadas, utilizando
uma compinac¥o de sluicic isoocratica = gradiente linear, Com detaegﬁo
s TR0 nwm De acords com os referides avlores, oS fatores determinan-
ﬁéa envolvidos na separac¥o da mistura desses pigmentos eram a pola—
ridade total da molécula, a substituic¥o no anel B &, para os glico-
ﬁideoa,‘a natureza dos agucares ligados. A importincia do tipo de
syubsiituicio no anel B fol evidenciada pelo fato de gues gelfinidina
foi mais rapidamente eluida gue cianidina, & gual precedeu pelargoni -
dina e por ultims, os compostos metoxilados, peonidina Cum —~OlH2D

malwvidina (dols —OCHaS .,
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2 andlise por CLAE de adulteragles em SUCoh. contende outras antocia-n

gue utilizaram ooluna Cie & Acido acé-Lico 10X para

gquantificac®o das antocianidinas pressptes no suco de framboesa.

o 7 Métodos Especirofotomgtiricos

An diferencss especirais produzidas guando a molécula da antociani -
dina estad ligada a moléculas de aguocar foi discutida por Harborne
C3@B7y. De acordo com o referide autor, a substituicfo na posigio O

um ombro na curva a 440 nm, usando como sol vent.e MeOH-HCOI
0.01%,. sendo o valor da razfo da absorbincia a 440 nm e no méximo de
absorcic no visivel (Ao Amax vind indicativeo da existéncia de agu-

cares na posig¥o 3 ou B

Yoshitama e Abe (1897683 foram o primeiros autores a enconitrar um pig-

mento substituido com um agQCoar na posiciEo 3T (éster cafail.da ciani-
dins 3,7.2 ~triglicosidec das flér&& azuis da cingrariar. Os resul-
tados cbiidos com este pigmento mosiraram que antocianinas Lendo wn
acucar ha posigio 37 fou 572 s%o caracterizados por apresentarem o
maoct mo de absoréﬁo em comprimentos menores de onda, awibindo un efel -
tes hipsocrdmico de 5-8 nm. guando comparado com os 3, 3,8 e Z,F-di-
glicosideocs. Além diggﬁ, oz referidos auvtores também observaram gque a

razEo Addos Amax vis em 3’ -glicosideos era multo maior gus em 3-, D=

ou T-glicosideos.
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45 seguintes relagles especlrofctomdiricas foram estabelecidas por
Diar & Olave (1878) para delerminagio da posigio do agdaoar no plgo

menta:r

homas da anbocianinsa — Amex da antociniding

]

12 An

£y AbLCA = L AssnsdAmaxdantiocianina - € pasosdmaantocianidina

De acordo com o referidos aulores, a diferenca algéebrica obtida da
1% equacio permitiu distinglir a substituiclo por agidtares na posigio
He, B, 7 de 7-: © na posigHo B- de JF,5-. J& a relacio fTornscida pels
22 equac¥o permitiu diferenciar a substituicio por agucares na posl-

c¥o 8-, 3,7- da posig¥o 3.9 e na posic¥o 5- da posigio 7.

o ® Estabilidade da Cor - Fatores Ervolvidos na Estabilidade

2.8.1 Estrutura guimica

Mas antocianidinas o nacleo Tlavilium, por SUas seis estruturas de
ressonfncia (Figura 33, mostra alta reatividade nas posiglies 2 e 4.
Poacles de atagus nuclisolilico com agua Qoorreram. principalmente. na

posicio &, snguanto gus Com sulfito na posicfo 4 (Brouillard, 19820,

Sendo as antocianidinas mulio menos estavels gue seus derivados gli~
conidens CHarborps, 18873 foi verificado por Sweany & 1acobucoi
C1E83Y que, enguantoc a cianidina 3-rutinosidec apressntava tempo de
meia-vida Ctirs22 de B85 horas, & temperatura ambviente & o pH 2.8, &
cianidina apresentou tisz de 12 horas, o gue Toi atribuido & lenta

roacio de hidrdlise da ligagdo plicosidics.
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Figura 3: Estruturas de ressonincias para o cation B, T.4%—
trijdroxiflavilium CBrouillard, 189822
e resulitados dos estudos feitos por Ota ot al (19803 sobre os efei-
tos da hidroxilag¥o ou metilaglo na estabilidade de guatrs antociani-—
nas e treze compostos flavilium sintéticos mostraram gue a hidroxila-
c¥o nas posigles O @ T dm anel A estabilizou os pilgnentos,. em tampXo

a pH 2.5 = 4.5, mas a hidroxilac¥o na posic¥o 3 labilizou o= wi gymer
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50y e apumentou com o aumenio da metoxilagdIo no anel B,

O aumento do numerco de grupos meloxila no anel B da antocianina acar™
retou um aumento do tempo de mela-vida dos glicosideocs da malvidina
fdeis ~OCHa, um ~OH) em relagfc aos dos glicosideos da delfinidina
firds ~0OHD (Hrazdina, 18703, ©C numero de grupos substituintes no anel
B parece s&r importanis desde que Kallio et al (10800 verificaram umna
menor estabilidade para oS arabinosideos de anlocianinas com somente
deis substituintes no anel B, como a cianidina {(dois -~0H), peonidina
Cum ~CCHs e um ~OH> comparallvamente aos arabinosideos de antociani-
nac com Lrés grupos funcianais no anzl . Entretanto, indepsndentemsntie

do grau crescente de metoxilaco, os referidos autores encontraramn

zra o arablinoslideos das antoccianinas metoxiladas raticamsnte o
B

meesme grau de estahilidads.

A estabilizacfo da cor das antocianinas & tambeém influenciada pels
naturezs dos agUcares ligados as antocianinas, assim, o galsclosi-
demes de cianidina e peonidina sfio mals estaveis gue o©F respeclivos
arabinosidecs (Starr & Francis, 1 O8EY . Ha também um efeito estabili-

zante pela presenga de grupos Gcidos ligados a oZses glicosideos. O

tricafeil cianidina 3, 7.3 -triglicosides & a cafeilisrulcilcianidina

3.7.3 ~triglicosidec apreseniaram excepcional sstabhilidade a mudangss
de pH., provavelmenle devide 2 existéncia de interagles hidrofobicas

entre o anel pirilium e & poOrgdc sromatica doz grupos Acidos prote—

gerio O anzl do atagus nucleofilice da agua no rarbong © (Brouillard,

1e



Gl a proteciio s oa malor estabilidade gas antocianinas conbendo

ais do gQue um grupo Scido, sugeriran a necessidads de exdastir no mi-

ime deis Acidos ligados & antocianina para & retencgio de cor em meio

guosn., Brouillard (1O82T propds UM MEeCani smo de protecfo onds um dos

grupos Acidos e Situaria acima do anel e ocutro por debaixo dele.

Maior ostabilidade ol observada para & dicafetlpoonidina 3-solforosi-
ec-S-glicosides, o plgmento da balzxiza roxa, =m Ccomparagido oom a ans

tocianina ngo acilada, em condicles simul ande armazenamento. & pH

L&, em tamp¥o citrato Tosfato e 4 temperatura ambiente (Bassa e
rancis, 18873,

2.8, 2 Autgrassoct agio
4 avtcsssociacfco de moléculas d2 antocianinas n¥o aciladas, posmivel-

menLe =o da através de ponles de Fidrogénic com O grupos hidroxilias

vicinais do angl B formando uma estrutura como na Figura 4 (Williams

e Hrazdina. 19780, havendo de aeorde com Brouillard 18885, a neces-

Figura 4: Possivel estrulura para & auto-associ ago das Claninas

CWilliams g Hrazdina, 18780
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idade de existéncia de grupos -~OH na posicio 47 Cansl BY & de aguca-
ez na pozig¥o B, além deszes elemsnlos gclruturais £SSenclals Dara
ga occorréncia, a auvto-associacio de antocianinas aumenta com © au-
wnto da concesntracio de pigmentos, aparentemente envol vendo a esta-
itizacio do sal de flavilium, e, na presenga de copligmentos, Como
uytina, & forme auto-assoclada das aniocianinas nfo forma complexos,
iminuinds o 2 efeito estabilizante do copigmento (Scheffeldt &
razdina., 1978). Estudando a estabilidade relativa de clianidina 3-
licosides & da clanidina Berafell arabinosidio, a pH 2,0 sob ago cla
ur, Bobbigo =1 a2l (19910 verifticeram oue & antocianina n¥%o zcilada
mais esstawvel, possivelmente pela possildlidade de autoc-assoclagio

su moléculas da cianidina n¥o acilada pelo anel B

Z.8.3 pH

m solustes aguosas aAcicas gquatro sspéclies existem 2m eouiilibrio: o
ation flavilium CAHTD . a base guinsidal (4), a pseudobase ou warbi -
=l CBY & a chalcona (), de acordo com © @3guUemna 1 & Figura 5, pro-

postas por Broulllard Ci18galy.

+ > + ‘
Erytil rio acido-iase
Ak A + H 1ibri i el
§ o -
AHT + HBO ) "B+ H equilibric de hidratag¥o
8 *C equilibrio tautomérico

Ezsquema 1: Espdcies envolvidas ho wauilibrio
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Figura B: As gualro estruturas das antocianinas existentes em eyt li-

bris em soluces AJQUOERS CBrouillard, 19825

& pH abaixo de 2,0, as antocianinas glicosiladas na posigic 2 ewisten
na forma do cation aB". Quando o pH aumentas, variando entre I & 8. ©
calion ﬁﬁ+ & rapida e completamsnie higratado & pseudobase carbinol
CED com a adigio de agua acontecends essencialmenie na poOSIgRO =,
Ltendo sido demonstrado pcr Breouillarg (19822 gue n¥o hé adigdo na po-

sic¥o 4, onds a adigio @ cinebtica & termpodinamicaments destavoravel .
T

No case das S-desoxiantocianidinas, o processc de hidratacdc & menos
eficiente, com a forma carbinol OB srmente se formando & pH acima de

4 CRBrouillard et al, 189833,



e vezr ssitabelecida a hidratac®o, ela pode, ale mesmo & welocidade
muito baiwxa, promover a formagfo de estrutura aberta da chaleona (00,

tambén incolor como a psewdobase (B

& variacfo das sstruturas en equilibric de acordo com © pH & as guan-
tidades relativas do cation QAH*}, base quinoidal CAD, pseudobase OU
forms hemiacetalica (BY e chalcocona (O foram estabel ecidas por Mazza
& Brouiliard (19872, representadas na Figura H para a cianidina 3-
glicosides, onde a pH C.05 somsnte o cation vermelho (&H%} & a oespdcis

prasente.

rom o asumenito do pH. a concentrag¥o de ﬁH+ diminui conforme ooorre a
hidratacfe, produzindo a espécie pseudobase incolor (BY, sendo ezt
equilibrio caracterizads por um valor de pﬁh CpH da hidratag®os de
=, 23, guando entdo ambas as formas coexisten. Neste pH contudo, pe-
gquenas guantidades da chalcona incolor () & base guinoidal azul CAS
tambem est¥c presenies. @ 9 as proporcBes destes dliimos 2 da especie
{8y aumsniam rom o aumento do pH CpH > 4,50 as expensas do cition
{AH@D* Entre pH 4 & 5,0 mullo poucsa COr pPErmansce rnas antocianines ia
gue as guantidades das duas espéciss coloridas {&H+ e A £¥o multio

pegquenas (Mazza 2 Brouilliard, 189873, .



[x3

Lo
100w
80
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21}
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8 pH

Figura B: Distribuig¥o do eguilibric estabelecido entre AR, B. Ae C

L - - . o~ .
com o pH, =2 28°C, pars 2 cianidina F-glicosider (MazzZa &

Brouiliard, 18872

208 4 Ovigénic

O oxiginio provavelmente tem efeiios nocivoes sobre as anloClaninss
atraves de um mecanismo oxidative direto ssou atravées de oxdidacdo in-
direta por onde constituintes owidados do meio S0 capazes de reagir
mom as antoclaninas formande produtos incolores OO maryom, come ab-

servado por Starr e Francis c1U6EY ac estudarem o efeltio diz presanca
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de Acido ascorbilco o oxigénio na veloclidade de degradagio das anto-
cianinas. atribuindo a ambos umna acfc sinergisita gue acelerava a de-
aradagio,

Suvama =t al (16830 constataram a diminuig¥o do tempo de mexd &—vida.
de 4,2 horas para 2.9 horas guando da presenga de oxigénio no “head-
space” dos tubos das amostras analisadas contendo solughes e ciani-
dine S-{p-cumaroil-glicosideol-S-glicosideo. Quando 80X do oxigénio
fol removido. Kallio =t al (188680 verificaram um aumento da sstabili-
dade das antocianinas contidas no suco dos frutos do Empeirum nigrum
por um fator de 3-4; entretanto. com a adigioc de Acido ascdrbico ac
sucn @ estabilidade sumentou levemnente para sete das dez antocianinas
quanda.m oxigénio ni¥c fol removide, enquants nas amostras sob nitro-

génio a suplemenltagdo provocou a diminuic¥%o dos tempos de meila—-vida

de nove das antooianinas.

2,085 Luz

Experimentos de ssiabillidede de cor empregando sol uedes aguosas  de
srnocianine comercial (400mg-100mll, acondicionadas em ampolas sela-
goas, a pH 2.2 & a 25, foram realizados por Esarsley s Rodraguez
1Ly, com metade das ampolas expostas 2 luz = melade e manecaendo
ne esouro, O resultados, apresentados no Quadre £, a partir de lei-

turas oe absorbanciz no Amex no tempoe inicial e depolis de 144 horas



de exposicio revelaram o efeiio destrutive da luz sobre As antocia—

ninas, com 78% de perda de absorgdo.

Cuadro 2@ Valores de absorbéncia no tempo inicial e apds 144 hs  de
sclugBes aquosas de antocianinas, submetidas & ag¥o da luz

e ac escuro (Kearsley & Rodriguez, 18810.

Absorbincia
Tampo Chsd : Lz Escuro
o 1.6 ' 1,8
144 . 0,4 1.2

Uma degradac®co da absorg¥o de cor de 284X e Tl%, foi wverificada por
Suyama et al (18833 aoc ewxporem soluches aguoesas da cianidina ZI-{p-
cunaroil—glicosideol -8-glicosiden, a pH 3. sob nitrogénic, & agfc da

luz, apds 5 ¢ 10 horas, respecltivamente.

As variacBes de pH & a incidéncia de luz sdc os fatores que mals con-
tribuem para & degradagio da cor das antocianinas, principalmente
guando existe uma assoclacfo luz~oxigénio (Stringeta et al, 18913, Em
diferentes valores de pH, solugBes agquosas acidas de malvidina 3.5
diglicosides, mostraram ndo sofrer degradacio fotoguimica guando ir-
radiada & 548 mm, contudo, a irradiag¥oc a 313 nm e 300 nm, numa faixa
de pH de 0.6 a 2.5 resultou em mudsngas irreversiveis no pigmento com
perda da absorg#o de cabtion Flavilium C(Figuesiredo ot al, 19u2s,. O
scompanhamento dessa reag¥o por CLAE, na Taixa cde pH o entre 1 e 3,

farnecey dados cindticos sugerindo, de acords com FPina et al (198D,
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como primeiro passo a hidrélise do glicosideo na posigdo 5 com forma—
c%o da malvidina 3-glicosides, espécie intermediaria da qgual resultia-
ram produtos de degradag®o, através da cisfo do cation flavilium, gue
foram identificados como &acido 3.5 -dimetoxi 47 ~hidroxibenzdico e

2, 4,.85-bLriidroxibenzal deldo.

2.8, 8 Copigmentagdo

2.8.6.1 . Estrutura guimica do complexo antocianina-copig

mento

Pontes de hidrogénio foram inicialmente sugeridas para explicar a
formac¥e do complexo a partir do fato que a coplgnentagic era depen-—
dente da concentracfo, e gque o complexoe formado poderia ser dissocia~
do por aquecimente, ou ainda, por adigo de Alcool ou dimetilfiorma-
mida CAsen et al, 18722, O complexo se formaria entre a base quinoil-
dal £AY, atravées de pontes de hidrogénico enire ssu grupo ceta e as
hidroxilas do glicosideo do flavondide usado como copigmento, produog-
rindo wn empilhamento horizontal (Lipe Yend io end”l como ilustrado
na Figura 7, com o grau de formagXo do complexo dependendo princi-
palmente do numero de grupoes —0OH aromaticos livres da flavondide

(Seheffedelt e Hrazdina, 1876; ¥Williams e Hrazdina, 19792,

Um nove modelo de estrutura foi proposto por Goto {18883 baseando-—-se
e empilhamento xgrtical, atraves de forgas hidrofdébicas entre os na-

clens aromiaticos da antocianina & ¢ da £lavona usada como coplgmento,
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mostrado na Figura 8, sendo adicionalmente estabilizada pelas molécu-

laz hidrofilicas do aglcar.

Figura 7: Modelo de copigmentagfe do Lipo smpilbamsnio ho-
rizontal C(Yend to end™, proposto por ¥lliamzs e

Hrazdina, 19780

4

-3l icose

Figura 8: Modelo de copigmentag¢fo do tipo smpillhamento hi-
drofdédhica (Gobe, T., Hoshine, T. & Takase, S,
1988, citado em Goto, 1988D

2.8.6.2 pH do Meio

Mudangas na intensidade de cor, na faixa de pH de 1 a 7, para anto-~

cianinas, apds complexago com rutina, nd¥o foram uniformes, mas in-

e




fluenciadas pelo modelo de substituig¥o do anel B da antocianina e
pela natureza do substituinte nas posigles B e B, com a maxima forma-
c¥o do complexo antocianina ~ rutins weorrends com o B-glicosidecs a
pH préwimo de 4.2, com 08 3,5~diglicosidess e 3-acilglicosideo~-3-gli-
cosidecs a pH em torno de 3,1 e com OF F-acilglicosideos a pH entra
A-4.5 (Williams e Hrazdina, 1979). A valores de pH entre 2,7-3.7, so-
jucBes aguosas de cianina e malvina liveram suas cores intensificadas
apés adigf¥o de Acido clorogénico, com a méxima complexacfo ocorrendo
s pH 2.6, na gqual ambas as antocianinas livres existiam essencial-

menbe nas estruturas incolores pseudobase (B) e cis chalcona L2 num

equilibric rapido entre elas.

- @ 6.3 Efeito da Concentragfo do pigmento e do copigmento

além da intensificac¥o da cor das solugles de antocianina na presanga
de rutina, Scheffeldt e Hrazdina (18787 cbsservaram um desl ocamento
batocramico de + 44 nm {em diregio a regifo do arull guandde a cone
centracfo de antocianina era baixa €a.10™ ~ 107 M, diminuindo para
+ 20 nm guando a concentraclo da solucfo foi posteriormente aumenta-
da. 0Os dados apresentados por ﬂazza 2 Brouillard £19903, resuwnidos no
radre B, indicaram antretanto, qée a sxiensico dos efeitos batocro-
mico & hipercrdmico variava com a ssiruytura e, principalmente, com a

raz¥o molar copigmentos/pignento.

A pH 3,85 & a =20°C, ocorreu um aumento de 5,4 wvezes da absorbancia no

mex da malvina apds ter-se aumentado 3 vezes sua concentragio, para

A%



a raz¥o molar copigrentospigmente de 5, e om aumento de B vezes para
a razfo molar de 20. Para a clanina, um aumento de I vezes om sua
concentragifc inicial resultou num aumento de 2.7 vezes na absorbin-
cim., na rez¥o molar copignentospigmento de 5, e um aumento de 4,8 ve-
zes na razfo molar de 20. De acordo com os referidos autores, a efi-~
cidneia do processo de copigmentag®o fol maior para a malvina do gue
para & cianina, aumentando com o aumento da concentrag®o da antocia-
nina, observando-se ainda, na presenga de acido clorogénico, um des-—
locaments batocrdmico no maxime de absorcf¥o. gue aumentava com © aus

mento da concentragio de antocianina,
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Ouadro 3:

Efeiteo do pH, concentrago de antocianina e Acido cloroge-
nico e tipo de antocianina no Amax @ absorbdncia no Awmox
visivel = a 525 nm das solugBes antosianinas-&cido clorogé~-
nice (Solvente: tamp¥o &cide fosférico-acetalo de s6dio,

T = 2070 (Mazza & Brouillard, 190900

Pigmentoe (Copigmentos Absorbancia |CA-A D%
Pigmente [Cong, (M2 Pigmento PH P h
£x 107%) iraz¥o molar N Pasz e A,

O 2. 74 S09.2 11.628 1.403 0.0
wianidina & .74 512.0 1,858 1.877 0.20
3,8-digli~ o, 58 10 2. 73 D138 {1,987 1.B40 G, 32
cosi ded 20 2.73 Sig8 12,287 ga. =01 o.857
40 2. 758 Bal.2 |2.738 2. 700 0. 82

o 3, 84 S10.8 (0.388 0. 284 0.0
1 3. 62 Ble.8 (0. 347 0, 300 0. 05
clianidina 5 3,62 814, 4 (0. 370 0. 338 0.18
3,8-digli~ 2,58 10 3. 62 S185.2 0. 449 D. 450 G 47
cosideo 20 2.51 218,08 10,880 O, 570 .00
40 i I T S23.8 10.847 0. 844 1.986
B0 ], &2 Heg. 0 (1. 3688 1,368 3.7
180 2.684 BRL.B 2,081 2. 023 £.10

Q &, Tia 501.6 10.110 O, 0OE8 .0
= 470 Ze6.0 (G126 g.1189 Q.21
cianidina 10 4, Fi S5e6;,.4 (0138 0,127 0. 30
3, 8-digli~ z,08 20 4.73 SZe.8 (01080 0. 185 O, Ba
wosides £ 4.71 H520.0 |0.228 Q. 285 1.30
280 4.72 B3z, 4 {0.338 0. 330 2.37
180 4.08 5382 |0 8603 O 57 4.8
=200 4. 72 SR7.8 (0.710 . BYS 5. 89

Q 5.74 S2e.8 (0,087 <. 080 0.0
L&) 577 F530.4 10,103 0, 097 .08
cianidina 10 5. 72 31,6 j0.111 0.108 0.17
R, 8-digli~ 2,88 =0 5.76 Has. 4 10,136 0,135 0. 850
cosideo 40 .73 mas 4 (0,174 0,178 G. 80
80 .78 B3a.2 (0.281 Q. 244 1.71
150 8,73 TEB. 8 0. 430 G373 A.17
=00 5,74 Bed, 4 (0814 0. 4588 4. 04

&) 3. F0 Zii.2 {0,060 O, OF7 0.0
clanidina 1 2,70 Hi1.8 (0. 0E7 0. 083 G. 10
2. 5-digli- TLF3 5 3.0 BiE.6 10,102 0. 083 Q. 20
cost ded 10 3.658 =188 [0.347 . 108 0. 80
=0 3. 87 BL7.6 [0.140 0,133 G758
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‘ Pigmento | Copigmentcs Absorbincia ((A-A D%
Pigmento [Tonc. (M Figmenio pH ) =
(x 107%) jrazfo molar Pordre A A,

O 3. 66 Fli1.2 10,020 Q. OF7 0.0

£ 3.65 Fii.2 (0. 087 O, 085 0,18

cianidina 14 i I B18.8 10,102 G. 083 O, 20
I, 0-tigli- 0,86 =0 2. 65 B8, 6. 0,117 £2.13108 £, 80
cosiden 40 =2, 87 Z17.68 10,140 G.135 9.7
820 3. 88 B2t 0 0,208 Q. 203 1.80

150 2. 64 B524.0 (0.320 G, 320 3.18

=200 3. 566 525, O (0. 387 . 387 4. 03

Q 2. 66 He3.8 10,1858 0, 139 G, 0

% 2.85 Ba5. 6 (0,196 0,180 O, 22

mal vidina 10 3. 88 Bee, 0 10, 248 0. 22g . 85
E2,S-digli~ =.58 =20 3.67 B2, 4 10,380 O, 345 1.4
cosi deo 40 2. 66 B35, 4 (0. B37 Q. g3 5.27
80 3. 656 B4z, 5 11,185 1,069 65, 59

180 .06 545, 4 12, 049 1,788 11,688

O 3. 65 5240 0. 5850 0. 848 G, o

malvidina i 3. 865 Ben, 4 10, 686 O, 8583 C.ig
2. 8-digli- V.73 5 2.685 Eea. 6 (1. 004 1.043 0. 230
coslden iC 3.57 S3m. 2 11,880 1,883 1.8
=0 3. 66 8541.2 (2.884 &, B85 380G

G 2. 81 B10.0 11, 445 1.301 .0

cianidina 4 3. 58 S18.8 11,621 1,838 .18
Fglicosi~ 2,58 10 3. 62 E1E.2 11,7588 1,880 0. 89
dec 20 3,82 Hie. 2 (2. o0 2. 058 0. 8583
40 Z. .64 ses, 2 18, 480 =, 458 2. 80

L8] 2.68 SE0.8 O.QE7 2,915 0.0

mal vidina 1 3.684 Sz2. 4 11,023 1.00a $.10
B-glicosi- 2,58 5 388 SEmE 1,180 1.178 £, o8
ded 10 3. B3 S7=.2 1. 498 1,488 . 68
=0 3.865 H521.2 [11.810 1.775 Q.94

40 3.65 BR7.6 2. 347 2. 838 i.44

® A & Ao S50 absorbincia das solugBes de antocianina a 5285 nm na pre-

senca e auséncia de acide clorogénico, respectivamente.

2.8. 8.4 Efeito da estrutura quimica da antocianinag

O maior aumento percentual na intensificag¥o da cor, atraves do efei-
to hipercromico, apSs complexagdo com rutina fol observado para a
malvidina 3,5-diglicosidec (1000%0, seguida por malvidina 3 p-ocuma-
rilglicosidecs-S-glicosides (B0 e malwvidina 3-glicosideo (14064,

esta wltima apresentande um aumenlo menor na absorg¥o 2m relagdo a




primeira, provavelmente pelo {ato de seu ca&tion flavilium ser maEls
estavel, a pHs relativamenis altos, do gue © e diglicosideo
fSoheffeldt o Hrazdina, 1978). Mazza & Brouillard (19902 relataram
que © aumente do grau de metoxilagdo de glicosidagfo produziu um au-
mento na absorcfo. Usando acido clorogénico como coplgmento, os refe-
ridos aulores observaram gue,. para uma razio molar copi gment.e/plg
mento de 40 (concentragic de pigmento 2,58 x 107*M, a pH 3,85, e tasm-
peratura de 20°CY os aumenios cobservados foram na seguinte ordem:
malvidina 2.5-diglicosidec (dois Q_CHQ; um ~0OHY, 4,8 vezes: cianidins
2, B-diglicosides (dois ~OHI, 2,0 vezes; malvidina 3-glicosidecs, Z.8
veres = 1,7 vezes para a clianidina 3“glicosidea, colr os segulntes
deslocamenios hatocrdomicos: 18,.8; 12,4, 16,8 e 18,2 nm, respechtiva-

mante.

SR BB Efeite do tipo do copigmenio

Dentre of produtos natwals investigados coOmo coplgmentas por Asen et
a1 CAQ7FL, AGTAR, 1€75x, como auronas, alcalodides, amincacidos, acidos
menTdicos, cumarinas, acidos cindmicos e fiavondides, oz dWliimos {or-
maram complexos mais fortes com as antocianinas. A eficiféncia da com~
plexag®c em fung¥c da estrulura do flavondide (Figura B2, expressa
coms AA/nm (auments na absorbinciad) 2 Akmax Cnmd (acréscime no Com
primente de onda de absorgdo mixima), estudada por Chen & Hrazdina
ri1os1Y, esti resumida no Quadro 4. De acordo com oS referidos aulo—
res, o oue mais Tavoresceuw na formagZEo do complexs a pH 2.2 foram as

pontes de hidrogénio formadss entre o grupo carbonila da besse gquinoel -
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Guadro 4: Formacdo de complexoc de compostios {lavondides » der:-
wvados do floroglucinel (4 x 1075 com malvidina 3,5

diglicosidgeo €1 x 10 M) {Chen & Hrazdina, 18812

Flavondi des Sh sy CpmD | AASTM Do Agnsy

84 Apigenina 7Trglicosideo 31 .29
B Apigenina ¥-nechesperidosideo 3 1.3
B0 Hamferol 7-noohesperidos!dec 29 1,22
wE Kamferol 3-robinobiosideo-7-

ramnosi deo 27 1,17
aF fuercetina F-glicosideo 20 1.48
3 Cuercetins Feramnosidec e 1,49
2H ouercetina T-rutinosideo 3G 1,88
21 Ouercetina T-nechesperidosiden =7 1,835
33 Igsoramnetina 3-glicoesideo : 20 1.20
S Tamariwetina 7-rutinoe=zideo 30 1,861
gL, {aaercetina Pt 1.87
=il Fissetina

Y
e
3o
.‘Q
m

& Minicetina 24 2,07
104 Pinocenbrinae 7-nechesperidosideo 4 D,E7
1 OB Marigenina T-nechesperidosidec £ Q.46
100 ITsogakuranetinag 7-neoheperidosides 7 0,28
3430 Eriodictiol 7nechesperidosideo iz o, 52
11A Taxifolina & O, 42
11E Categuins & O, 35
iz Chalcona Poncirina 289 O, B
i3 Floridzins 7 0,57
144 Floroasceiofenona 7-nechesperidoesidec 5 18
145 Filuroglumsinol & o

dal (A2 & o= grupos hidroxila dos flavondides; assim, miriceiina. com
&. grupas hidroxilas forma us complexo mais forte gue a guercstina,
uma pentaidroxiflavona. A hidroxila no carbonoe 3 dos flavondides pa-
rece n%o sstar envolvida na formacfo do complexe, conforme ss veri-
fica apds comparar of valores de A4 dos compostos 9B e @5, Também &
naturera do agloar subsiitulde aparentemente n¥oc exeros influéncia na

complexac¥o (G4 e 9B, mas houve uma diminuig¥o na capacidads de com-
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Ouadro 4: Formacio de complexe de compostos flavondides & deri-
. -5 ©oe
vados: go floroglucinol (4 » 10 "My com malvidine 3.5~

diglicosides (1 x 10 M) (Chen & Hrazdina, 19815

FlavonGides B s €amn [ASTEH Do A e
G4 Apigenina 7-glicosidec Bl i.E8
%12 Apigenina 7onechesperidost deo 3z 1,3
S0 Kanferol 7-neohesperidosides pL e 1.282
BE Hamferol 3-robipobiosideo-7-
ramnosidec =7 1,17
aF Ousrretina 3-glicosidec 20 1,48
S5 Crmsroetina T-ramnosided =5 1,4
&H ercetina 7-rutlnosideo 20 i.582
&I Ouercetina 7-necohesperidost deo 27 1,38
J Isoramstina Z-glicosideso 30 1,280
B Tamarixetina 7-rutinosidec 20 1,681
=1 Cusrcetina Pty 4 BT
L5 Fimeblina =8 1.728
1S HY Minicetina 24 =L 07
1048 Pinocenbrina 7-nechesperidosidec 4 O, 27
10R Marigenina 7-nsohesperidosideo & O, 45
100 Iooesakuranaetina 7-necheperi dosided 7 G, 283
1o Erimdictiol 7-necohesperidosideo 12 .52
1i A Taxifolina =] G, 48
1B Catequina B 0,35
12 Chaloona Ponciring 28 o, B
i3 Floridzina 7 o, 27
1 4A Florocacetolenons 7-neohssperidosides 5 .18
8 Fiurogluacinol G {:

dal CAY e os grupos hidroxila dos flavondides; assim, miricetins, com
& grupos hidroxilas forma um complexo mals forie que a guercetina,
uma pentaidroxiflavons. A hidroxila noe carbono 3 dos flavondides pa-
rece n¥o estar envelvida na formacio do complexo, conforme se el -
fica apds comparar o8 valores de AA dos conmpestos BB e 8D, Tambem a

npturers do aggcar substituide aparentemente ndFc sxerce inffludncia na

complexagio (B4 e 8BI, mas houve una AiminuiciEs na capacidade de com-
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plexacko guands o flavondide apresentava saturagdc na ligagdc G2 -
C~3; enquanteo fendis simples coma floroglucinol n&o foram eficientes

comno copligmentos.

Efeitos hipercrémico e batoordmice foram observados apds copigmenta-
¢¥e da cianina com diversas chalconas, cujas estruturas estdo repre-—
sentadas na Figura 10. 0Os resultados obtidos, resumidos no Qu;drc 5.
mostraram que as chalconas exibiram uma relagdo molar estequiométrica
relag¥o molar estequiomdirica linear entre o copigmentic & a cianina,
sugerindo a formag¥o de um complexo de estequiometria 1:1. Entretan-
te, uma detalhada relac¥oe "estrutura-atividade” n¥oc pode ser estabe—
lecida (Riedi & Hutiser-Beda, 1990>. Acido t&nico, um composto alta-
mente hidroxilado, empregade inicialmente por Maccarone et al (18872
mostrou—se bastante efetivoe ac proteger cianidina 3-cafeil-arabino-
silglucosideo, peonidina 3-arabinosilglucesideo acilada e cianidina
F-glicosides, de condigBes adversas como luz & ar a pH 2,0 & a tempe-
raturs ambiente, aumentaﬁdda seus tempos de meda-vida em 246X, 191X e

BRe, respectivamente (Bobbio et al, 18900.



R Rz Rz Ry Ry Eg BY
1aio~Glil H H H H H H
ib1H H O-Gli H M H H
iclH H R H O-31i] H H .
1diH H H H H H O-Gli
1eiH H O-G1i H H H OH
ifiH H OH H H H O—-GEL
igiH H OH H H H H
ihiH H O-Gli H H H DGl i
1i{H OH OH H H H OH
13i0H H O-ELi~-Rami OH O H O~CHg
1k {OH OH O-51i H H OH O IOH

Figura 10: Estruoturas das chalconas estudadas C(por Riedi e

Hutter~Beda, 189202

trradre B: Efsitos batocrdmicos e hipercrémicos na copigmentagio da
cianina €10 M) com as chalconas la~1K Cem ordem crescen-
te da capacidade de complexag®ol em comparag¥o com a rutina
Cn.s. = n%0 solUvel nas condi¢lss experimentals, T= EZQC,

citrato de sadico Q,08MAHCI, a pH 4,00,

Chalcolna : Raz¥o molar 1:1 Faz¥o molar $:8
AT rnmd AACHDS AxCnmd AACED
i1a 1 13 i 11
13 & 15 3 oAt
1 2 =25 = =84
1§ 3 17 4 =7
b 4 i 5 34
id 4 16 7 32
ih 4 16 7 32
ie 4 23 ] 44
ig 7 38 P S, n. s.
ii g 54 14 a0
1k 13 83 20 16,7
Butina 10 825 13 1680

=g




A. MatTiERrRI AL & KETODOS

3.1 Preparagio dos BExtratos de Antocianinas
3.1.1 Berinjela (Scianun melongenal

Cuatrocentos gramas de cascas de berinjela foram irituradas com sufi-
ciente volume de mpetanol acidulado com acido citrice O,5%, péra co-

brir todo o material sélido.

0O material triturade foi deixado por 24 horas a é°c, ao abrigo da
luz, seguido de filiragdo ém panc fino e uma prensagem do residuc,
gque foi submetido a uma nova extragdo. 0 extrato total assim obtido,
foi filtrade em funil de Buchner, diluide com agua destilada para
sete 73 litros (CBrix 3 e, a seguir, concentrado por osmose rever-—
=a, em aparelho Millipore, com cartucho de “cut of " 400, pressio 180

psi; © velume final do extrato recolhide a 32°C, foi de B0Oml com

“grix 8.

O extrato assim obtido foi em seguida novamente concentrado goab pres-
es¥e reduzids a uma tLemperatura inferior a 357C até alcangar um teor
de séliﬁos de aproximadamente 50%. O extralo assim preparado foi ar-
mazenade sob nitrogénio ao abrigo da luz a ~18°C para posterior usoc

durante a execuc¥o das etapas posteriores de trabkalho.



3.1.2 Amora (Morus nigrad

As amoras C1kgY foram colhidas na regific de Vigosa, Minas Corals, ©

extraidas & concentradas como am 3.1.1.

B, 1.3 Morango (Fragaria cRanassad

Dois quilogramas de morangos foram extraidos @ concentrados como em

3.1.1.

3.2, Purificagso do Extrato

. 2.1 Extrato de Berinjela

0 extrato obtido em 3.1.1 fol purificado por cromatografia em papel
de filtro grosso, tipo mata-borrado e o cromatogramas foram desenvol-

vidos em HCL 1%, por 18 horas.

& zona principal fol recolhida & eluids em metancl e recromatogralada
em papel Whatman n? 3. € cromatograma foi desenvolvido em BAY (n-
butanol -acido acélico-agua, 8:1:8, v/ vVl por 72 horas. A auséncia de
glicosideoss de {lavonas e de flavondis foi verificada por exposiglao
dos cromatogramas aocs vapores de amoniaco. A zona de coloracl3oc mais
intensa foi separadamente eluida com metanol € recromatografada em

papel Whatman ne 3 e oz cromatogramas foram desenvolvidos em acido

acaético 10% , por 12 horas.
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A zona principal obtida do altimoe  solvente, eluida com metancl e
concentrada sob pressf¥o reduzida denominada de Zona F~(BERD, foi em~

pregada para os estudos da establlidade.

4 pureza da zona principal (HAC 107 fol comprovada por cromatografia
em papel Whatman rS 1, com o= seguintes solventes: BF¥ (n-butanol-~
scido férmico-agua, 15:2,8:8,4, vy v e AWH Carido acético~agua—&ci~
dos cloridrico, 15:82:3, vwv vl e por CLAE em fase reversa (descrita

posteriormente nos itens 3.10.1 e 3.10.80.

3. 2.2 Morango

As mesmas operagfes cromatograficas e 05 mesmOs sol ventes foram om-
pregados na purificag¥e do enctrato de morango. A fragdc principal fi-
nal Cobtida do acido acético 1080 foi denominada de F-MOR, apds wverl-

ficag¥e de sua pureza comoe no item .21,

I.E.3 Amora

As mesmas operacglies cromatograficas € O m@smos solventes foram em-
pregados na purificag¥e do exiralo de amora. & fragfo principal final
(obtida do AWHD foi denominada de F~AMORA, A verificacico de sua pu-—

reza foi procedida como no item 3.2.1.
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3.3 Hidrdlise Acida das Fraglies Purificedas

SoiucBes das antocianinas das fraglies purificadas F-BER, F-MOE ¢ F-
AMORA foram dissolvidas em 2 ml de metancl e transferidas para um
tubo de ensaio. Dois ml de HClI 2 N foram adicionados e a sol ugBes co-—
locadas em banho-maria a4 tempsratura de ebuligo por 75 min. Apos
resfriar, as agliconas foram extraidas pela adigfo de 1 ml de &lcool

amilico (Du e Francis, 18733,

3.32.1 Identificagico dos Agdcares

Os agucares livres, reguitantes da hidrélise Acida, foram identifica-
das por cromatografia em papel Whatman n- 1, enpregando come padries,
solugfes de glicose, ramnose. galactose, xilose, mancse 2 arabinose.
Os cromatogramas foram desenvolvidos com acetato de etila-piridina-~
dgua (8:2:1, vov/vd, e a revelagdo realizada com solugio de nitrato
de prata-~hidréoxido de sédio etandlico, preparados conforme descrito

por Zweig e Sherma (188860,

2. 2.2 Identificacsn das Antocianidinas

A soluc¥o contendo a antocianidina separada dos agucares ol concen—
trada socb press¥o reduzida a temperatura ndo superior a 40°C, para
@liminar parcialmente o residun de alcool n-amilice & posteriormente
resselubilizada em metancl. A soluc¥o contendo a antocianidina fol

cromatografada em papel Whatman ne 1 com os solventes BAW e Forestal
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(acido acético-Agua-acido cloridrico, 3:1:0,3, v/v/vld, para compara-
%o dos valores dos Rf obtidos experimentalmente com os valores cita-

dos nas literatura.

2.4 Hidrsdlizse Controlada

A hidrélise conbrolada das solueBes metandlicas das fragles FwéER, F-
MOR & F-AMORA foi feita de acordo com o método descrito por Francis e
Harborne (1066). Amostras das solugBes hidrolisadas foram retiradas
com O, 4, 8, 8, 12 185, 20, 30, 40, 50, 80 ¢ 78 minutos de r=agdoc e

cromatografadas em papel Whatman n2 1 desenvelvidos em BAW e AWH.

3.8 Hidrélise Alcalina das FragBes Purificadas

ZolusSes metandlicas das fragles purificadas foram acondicionadas em
tubo om ensaio e submetidas a um fluxe de nitrogénic e 1 ml de NaOH
2 N foi adicicnado. Apds submesté-las a um noveo fluxe de nitrogénio.

as solucSes permaneceram & itemperatura ambiente por & horas; em S5e—

guida, acidificadas com HCI # N (Francis, 189880.

3.5.1 Identificag¥oe dos Acidos

s exiratos etéreocs da hidrélize alcalinpa foram submetidos & cromato-
grafia em placa fina de silica, Jjuntamente com ameostras padrIo dos

scidos cinémico, cumarico, Terdliceo, sindpico milico,
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As placas foram desenvolvidas respeoctivamente em TAE ({olusno-acido

acético-stanol: 15:3:10 e em BAW, conforme descrito por Bobbio et al

Cigeas.

% 6 ReagBes Especificas de Antocianinas

A reac¥o das antocianinas com o clorelo de aluminioCAlCla) fol feita
conforme método descrito por Geissmam et al (189830, para verificacio

da existéncia de Midroxilas vicinmals.

3,7 Preparagfo das Antocianidinas

As antocianidinas foram obtidas apds hidrélise acida com acido clori-
drico &N durants 75 minutos & tLemperatura de 98°C, e a solugfo resul -~

tante, livre de antocianinas, foi usada para os estudos de estabili-

dacle.

3. B Reagc¥oc de Copigmentagifo

3.8.1 FormagXo do complexo

Os agentes de copigmentagio, acido tadnico e acidoe galico, foram dis-—
solvidos nas solugles de antocianidinas e aptocianinas, nas razfes
molares de 1:2 & 1:3 de pigmentoscopligmento, @ as soluchBes deixadas

na auséncia de luz por duas horas antes de se iniciar o experimento

de mstabllidade.
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2.8.2 Cromatografis em Camada Delgada dos Complexos das  Anto-

cianidinas

Antorianidinas © seus complexos com acido tanico foram cromatografa-
dos em placa de celulose Avicel = desenvolvidos na 12 direc¥o com FA-
HCl 4N Cacide foarmiceo—&cido cloridrico 4N, Z:l.v/v2 e na 22 diregfo

com MHW (metanol ~dgua—acido clorfdrico, 180:10:1, wwvo/vd.

3.8 Estudo da Estabilizag¥o das Antocianidinas & Antoclaninas

3. 9.1 Experimento de Estabilidade

A estabilidade das antocianidinas, antocianinas e seus respectivos
compl exos com os acidos tanico e galico fol estudada frente aos fato-

res, pH 1.5 & 2.0, luz, auséncia de luz = atmosfera inerte.

Un volume de cinco €53 ml das solug8es tamponadas (Lampdo citratos
fosfates de antocianinas e de antocianidinas em MeCH-tampao citratos
fosfato 111, = seus complexos com os copligmentos, foram acondicicona-
dos em tubo de ensaio de 19 ml com tampa rosqueavel , submelidos a um
fluxs de nitrogénio por 10 segundos e fechados, sendo metade subme-—
tida & ac¥o da luz de lampada fluorescente de 40 W, 2800 1wux, tipo

"daylight” & a outra melade deixada no e@scuro.

Todos os tubos permaneceram em ambisnte com temperatura control ada de

0% + 1. A cada 24 horas, para as antocianinas e, a cada 1 hora para
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a2z antocianidinas, foram retiradas amostras e as absorbancias lidas
em duplicata, no comprimente de onda de micdma absorgdo. De cada

amestra foram feitos os especiros de absorgfo. Cada sxperimentio fwi.

repetideo pelo menos trés (32 vezes e os resuliados representam a me-

dia aritmética de pele menos dois valores.

O Cuadro B resume as condiglfes utilizadas para o estudo das estabili-

dade das principais fra¢Bes obtidas das trés difersnles fontes.

trzadro 6: CondigBes de reagfo para as antocianinas & antocianidinas @

seus compl exos

_ . adicxo do | NEFRSMOLET
amostrai pH Atmosfera Condi¢io Copi gmento Copigmante
i 2,0 atm. inerte luz . -
= 2,01 atm, inerte esCUro - -
= 2,01 atm, inerie luz Acido ténico i:2
4 2,0! atm. inerte SeSCuro acido tanico 148
= 1,81 atm. inerte lu=z - -
£ 1,8 atm. inerte SECUrD - -
ra 1.8 atm. inerte luz Acido tinico 1:8
=2 1.8 atm. inerte SHCUro Aoidoe Ltanico i:2
O zZ,00 atm., inerie iuz 4doido galico 1:8
10 2,0 atm. inerie SECUrO dcidoe galico 1:2
11 1,581 atm inerte luz doido galico 1
12 1,5 atm. insrte SECUrO acide galico 1.2
18 7,01 atm. inertis luz socide tanico i:3
s 2.0 atm. inerie esCuro soido tinico 1:3
1 1.5 atm. inerte luz dcido tanico 1:3
16 1,81 atm. inerte ESLUr O Arido Lanico 1:3
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3.8,2 Calcule da Constante de Velocidade de Keag¥c (k) e Tempo
de Mela-Vida CLs720

Curvaz de absorbincia versus tempo foram construldas para o cilcule
da constante = tempo de meia-vida, usando as equaglies de Arrhenius

pars a reagic de 12 ordem, equacdo (12 e (22 respectivamenie.

Absorbincia (L2

ecquacic (12 -2,303 log emorhAneTE TLoS = ki
srquaco (22 '__ggggg__,x Loz

2. 10 CLAE das Antocianidinas e Antocianinas e respectivos complexos

3.10.1 Preparagio das amostiras e reagenie

As solucBes metandlicas das fragbes purificadas F~-BERE, F-~MOE, F-
AMORA, suas respectivas agliconas e os complexos foram evaporadas até
secura em evaporador rotatérioc. & temperatura inferior a 35°C, ao
abrigo da luz, redissclvidas em melanol ~agua—acido cloridrico concen—

trado, S0:50:1 (vwyvyd (Tase mdvelld,

45 solucBes obtidas foram filtradas através de membranas Millipores de

5,45 pm Ctlipo HA em estisr de celulosed e imediatamente injetadas no

=istema CLAE.

Todos os reagentes empregados na fase mdvel foram filtrados através
de membranz Millipore de 0.9 um {tipo FH flucroporel e desgaseifi-

cado.
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2.10.2 Andlise por CLAE

As zonas purificadas foram submelidss & analise por CLAE usandoc um
cromatégrafe CE-480C-1 acoplado & wum detecior visivel -V, Spectro-
monitoer T1, LDO, U. S A, As condicBes de operagfo estabelecidas para a
anidlise foram: ooluna RP-18 Bondapack, detector a 330 rum. isocratico,
fluxe da fase médvel MeOH-Ha0-HCI, B0:S50:1, v vevdy, 0,5 ml »"mi‘n N ol o5
as amostras pré—filiradas em membrana de teflon 0,5 mm, volume de in-

Jjecio da seringas de 20 il
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4. FRESULTADDS £ DISCUSSAC

Nos trabalhos sobre estabilidade de anlocianinas ¢ antocianidinas em
relacfe 4z suas estruturas, nEo € levadoe em conta o efeito do anel B,
especialmente de seus substituintes. Entretanio. dados da literatura
(ainda que escassos) e deste trabalho, mostram gue ha uma correlagio
entre a presenga de substituinies no anel B e a gstabllidade das an-

tocianinas independentemente de copdgmentos.

Tendo essa diferenga de comportaments baseads aparentemente nos subs-
tituintes do anel € e no anel de pirilium, fol gue procurou-se estu-
dar a copigmentag¥o de antocianinas e antocianidinas com adi ferentes
grupes —OH no anel B, Acresce que o estudo do efgito do ansl B & seus
substituintes sovbre a complexacic e estabilizagio das antocianinas
devers também levar em conta a presenga de diferentes Lipos & nuamero
de agtcares ne G2 (Starr & Francis,. 188862, Azsim sendo, o uso de
antocianidinas para estudar a complexagfo Séb efeitos estalilizantes
indepemde‘da estabilizagio de agacares no U-3. Fara isso, fol neces-
sarica, em primsire lugar, a obtencio de aniocianinas com um, dols e
Lrés grupos ~0H, gue sZo os glicosideos de pelargoniding, cianidina =
Hdelfinidina, obtidos a partir de fontes gue tfadicionalmemte contemnm
tris compesios, Como norango,. amora = perinjela, respectlivamente,
para os guais as estruturas de suzs principals antociénin&s J& foram
claramonte ostabolocidss. Frtrotantea, ~ oifiguldade em sstabeslecer a

war i edads produzida no Brasil de tais frutas, aliada 2 poszililidade
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de gue praticas culturais e cruzamentos pudessem dar origsm a glico-
sideocs diferentes dagueles descritos na literatura, cbrigou-nos a um
longo trabalhe de exiragic. purificagio e identificacio das estrutu-
ras dos glicosidecs de pelargonidina, clanidina e delfinidina, ex-
trajdos das referidas frutas. Convém enfalizar gues no Caso do morango
foram owtraidas duas wvariedades, sendo gue & mals rica =n pigmento,
ou seja, com polpa colorida, mostrou-se mais rica sm cianidinag 3-gli-
cosidet & pobre em pelargonidina Z-glicosideo, invertendo-ss assa
propor gEo na variedade gue, infelizmente, apresentava coloragdco ape-

nas exterior, com polpa pralticamente branca.

Para efeito de discuss¥o, todos o cromatogramas especlros encon—

Lram-se no Apéndice.

4.1 Extragio

Arido citrico a ©,9% em metanol mostrou-se um sol venhe muito efici-
ente para a extragfo, com a vantagem adicional de n¥o ter hidrolisado
am ligacBes glicosidicas o gue pode ooorrer Ccom O Use e acido clori-
drice CHarbornes, 186872, principalmente guando o extralo & concentra?
de. O uso de osmose reversa fol considerado essencial para o proces-s
o, viste gues, além da conceniracdo do extrato a wvolums pegusno 2
tenr de solidos desejavel, a Tiliragfoc por OSRORS proporolonod una
purificagio preliminar. a baixa temperatura e ao abrige da luz & 2D

tempos relativamente curies, onde oS compostos interferentes com peso
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molecular menor que 400, como alguns agdcares livres, vilaminas,
scidos organicos e alguns {lavondides, foram total ou parcisimente
retirados. A concentracfc final do retentade da osmose reversa, de-
vido so seu volume reduzrido, pode ser feita em tempo relalivamenle
curto por evaporagio a vacuo & balxa temperalura a atd 1.4 do volums

inicial.

4.2 Purificac¥o do extrato concentrado

4. 2.1 Berinjels

o extrato de berinjela fol selecionada inicialmente somente a zona
1, mais intensamente colorida, oblida quando © axtrato brute fol cro-
matografado em HCl 1% como solwvente, tendoe sido descartads a zona &
por  apresentar coloragfoc menos intensa. & exposicio do cromatograma
CFigura 117 aos vapores de amoniaco nEo indicou a presenga de lavo-
neides, A zona 1 recromatografada com BAW geparau*se'em quatro zZonas
distintas €1.1, 1.2, 1.3 e 1.42 (Figura 1&2. A zona 1.3, com maior
teor de plgmentos por exame viswual fol recromatogralada em HAc 102,
obtendo—~se duas zonas 1.3.1 & 1.3. 2 (Figura 133, Hao ol delsctada a
presenga'de flavondides no cromatograma. A zona 1.3.2, com mailor ins
tenzidade de cor fol separada e slulda e denomni nada F-RBEE. Todas as

operactes cromatogralficas de separagaEo est¥o resumidas no osguema 2.
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Extrato Zmnas BAW Zonas annas

Bruto HOl 1% + S T P 1
Berinjela = 1.2 HAC 10%

3 EIEI y» 1.3.1
i

Esquema 2 Operacdes cromatograficas para separagfio das antocianinas
do extrato de berinjela
Do extrato bruto, assim como da zona purificada 1.3.8 (fragf¥o F-BERD,
foram obtidos os espectros de absorgfo UV-visivel, em metanol-HCL
G.01% & o wvalor do deslocamento do Amex apds reag¥o com AlCla
CRiguras 14 & 18, respectivamentel. Os maximos de absorgfo no UY & no
visivel, da antocianina da fragfo F-BER e do extratlo brutoe =2 o8
valores de Rf da antocianina da fracXo F-BER e de sua aglicona em BAW

e AWH o Forestal est8o relaciconados no Quadro 7.

O espectro U¥-visivel da fragioc F-BER (Figura 153 n%¥o mostrow a exis-
téncia de plicos ou “ombros® na regifco compreendida entre 300-330 nm,
indicativos da presenga de acidos na molécula da antﬁciamina, poritan-
to o pico a 326 nm que o exirato bruto apresenta (Figura 143 indica a
presenga de acides livres, o© que €& comum en vegetals (Harborne,
19673, A cromatografia em placa do sxtrateo eteéreo obtidoe apds hidrdé-—
lise alcélina da frag¥e F-BER confirmou a auséncia de gual squer Aci-

dos ligados & molécula da antocianina.

O valor da relacfo Assosdmax vis, de 16, indicou que oS agucares os-
t¥o ligados aoc C-3 do ion flavilium, ndo havendo aglcares na posigdEo

5 CHarborns, 125677,
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friadro 7: Caracteristicas Espectrais =« Cromatograficas do BExirato

Bruts ,Antocianina £ Aglicona da Frag¥o F~BER

Extratol Zona Aglicona|{Literatura®

Caracteristicas| n . | F-BER | F-BER |Delfinidina

842, A, G448, 5465,
Aman SN0 ool S ha 380, 2761 278 E77
ARALCL s - +4.53 +28 +23
Améx_uv 210 78 80 -
gmé.x LA
Ad40 2z 16 19 -
Am{xx v i
A .
pilos Goide
207 - - -
ﬁm&x WL _
BAW - 30 30 4z
RE AWH - 17.7 6. 3 7
Forestal - - 26, 5 32

*Harborne C19673

A eficiéncia da separac¥o e purificag¥o das zonas por cromatografia

Amax (80

B sl 1=
Amax VIS

em papel pode ser constatada pela diminuigfio da raz3o
extrato bruto em relac¥c & da zona purificada, evidenciando a reti-
rada de Tlavondides e acides livres que absorvem na regifo do ultra-

viclets,

& pureza de cada uma das zonas principais (1.3 e 1.3.27 obtidas apos
separac¥o em cada um dos sclvenies, assim como o extrato bruto, fol
investigada através de cromatografia liguida de alta =ficiéncia, e os

cromatogramas individuais obltidos estifoc representados nas Figuras is

& 17, respsctivamente.
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O resul tados resumidos no Quadro 8 mostram gue, & pariir de extrato
bruto,.contenda dois componentes e apresentando dels picos no croma—
tograma obtido por CLAE (Figura 18) obleve-se apenas um ao final da
separagfo, engquanto que na sepsaragfo por cromatografia em papel foram
obtidos doiz compostios. Os resultados da CLAE mosiram que, para o
caso das antocianinas da berinjela a cromatografia em papsl € a tec—

nica de separagfc indicada nas condigles experimentals usadas.

Crsadro 8: Tempos de retengdo obtidos da CLAE do extrate brute da be-
rinjela e zonas principals obtidas em cada solvente. Fase

mdvel : MeOH-HzO-HOL conc. , B0:80:1 C(vrvrvd, Amax B30 nm

Esctrato EONas

Bruto 1 1.3 1.3.4
Tempo de reten— &8,28 5,12 5,00 5,15
c¥o CLRD (mind &, 00

4.2.1.1 Identificag¥o da estrutura da fragio F-BEE

4 soluclo, obtida da hidrolise acida da fragfo F-BER, continha os
agucares glicose e ramnose. cujas presencgas foram confirmadas por co—

cromatografia e pelos seus Rf comparados com os Rf de amostras padrfo

de glicose e ramnose.
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Az antocianinas que apresentam reag®o positiva com cloreloc de alumi-
nic com deslocamento batocrdmico de 13 a 25 nm a2 pH prodmo de 3.0,
possusm em sua estrutura grupos orto-diidroxilicos no anel B, como &

o case das delfinidinas e cianidinas {Harborne, 18673,

Os maximos de absorgfo no UWW-visivel e desleqam&nio batocrdmico apods
reacfo com AlCls, indicam gue a aglicona da frag&o F-BER & a delfi-
nidina. Us valores de RBf da delfinidina Z-rutinosidec e de sua agli-
cona, nos zsolventes BAW, AWH e Porestal, est¥o de acordo com o valo-

res oda literatura.

Da hidrolise controlada da fragfo F-BEE resultaram trés (30 produlos
cujos valores de RBf em AWH. comparados com oz da literatura, @ resu-
midos no Quadre @, indicaram que o composto & ser hidrolisado seria a
delfinidina 3R-rutinosides (3F-(6-0~p ramnosil-D-glicosideol>, o© 12

produto da hidrélise seria a delfinidina 3-glicosideo & o 2%, a agli-

cona, delfinidina.
A fracfoc F-BER &, portanto, a delfinidina 3-rutincesidec, & n¥o delfli-

nidina I-rutinose-S-glicose acilada com adcido p-cumdrico como ol en-

contradoe por Szkamura et al. Coitado por Tanchev el al. . 18701,
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Quadre O YValores de Rf em AWH dos produtos obtidos da hidrédlise sci-
da controlada da fragfc F-BER

Bf = 100 em AWH
Tempo de
hidrdélise Cmind Produtos

i o= B

0 35,8 - -

o 35,0 16,0 -

4 34,7 16,0 -

8 34,0 17.0 -

18 33.8 17.5 -

20 33,0 17,7 -

30 32.3 17,4 -

40 - 16,7 &, 4
50 - i8,7% 5,7
50 - - T
7E - - 5,3

k.3
Literatura

dexl finidina '
delfinidina 3-glicosideo ig
delfinidina 3-galactosideo ig
deifiniding I-ramniosideo 34
del finidina 23-rutinosideoc =7

k3
Harborne (189872

4.2.2 Anora

Do ewibrato de amora fol selecionada & zona 1 obtida guande o exirato
pruto foi cromatografado em HCOL 1% como solvente, tendo sido descar-
tadas as zonas £ e 2 por apresentarem coloragfo menos intensa. A eXx—
posic¥o do cromatograma (Figura 182 aos vapores de amoniaco ndo inddi-

cou a presenca de flavonsides., A& zona 1 recromatografada com BAW (Fi-
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gura 182 smeparou-se em irés zonas, das gquais duas eram compostas por
uma zZona amarela forte contigua a uma zona rosa, de fraca intensida-
de., A primeira zona, 1.1, apresenta alia concentrag®o visual de pig-
moentos e ol recromatograiada em AWH {cromatograma Figura 202, onde
separou-se sm duas outras zonas, 1.1.1 2 1.1.2 onde somente a primei-
ra apresentava forte cor vermelha. Ezta zona foi considerada como a

zona principal final e frol denominada F-AMORA.

Todas as separacBes cromatograficas de separagfo estf¥o resumidas no

esguema 3.

Extrato Hel 1% Zmnaa BAW Pleta -3 AWH conAas

Bruto s 3 2 may A [

de Amora “ 1.2 1.1.82
1.3

Esquema 3: OperagBes cromatogrificas para separag¥o e purificagdo das

antocianinas do extrato de amora

0 exame do esspectro dou exbrato bruto (Figura 210 mosirou a existéncia
de um pice atribuivel a acidos CBEélnm3u Entretanto, durante a sepa~
racf¥c das zonas, esse pico desaparece, indicando, possivelmenie, per-
tencer & Acidos livres, presentes no extrato. A auséncia de acidos
ligados a antocianinas foi confirmada pela cromatografia em camada
delgada do extrato etérso obtido apds hidrdlise alcalina da fragdo F-
AMORA. @ wvalor de 23,0 para a relag3oc percentual Ao fmax vis da
fracio F-AMORA indica gue ofs) aglcarles) e=stid ligado ao C~% da anto-—

cianina, nf¥o havendo agicares no -5
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vermaihzs {zona 1)

vernelha (zona 1.1}

rosa (zona 2 ARSI R T T AR

agmarela~rosa {zons L)

rosy {(Zons

e
L
oo

Figura 18: Cromatograma do extra- Figura 18: Uromalograma da zona
o bruto da amora de- 1 da amora desernvol -
senvol vido em HCL 1R vido em BAW

vermelhe {zons i.1.1)

rosa {(roena L1I.3}

|

Figura 20: Cromatograma da zona 1.1 da
amora desenvolvido em AWH
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A meparac¥o através da vromatografia em papel do exlrato da amora
mostrou-se satisfatdria. A purera de cada zona principal separada
fzonas 1, 1.1 e 1.1.1 (F-AMORADD em cada um dos solventes usados fol
verificada pela CLAE, mostrando em cads cromatograma {(Figura 232 2
pxisténoia de apenas um pico em cada um delass, Oz tempos de reteng8o
para o extrato brutc e as zonas 1 CHCL 120, 1.1 (BAW e 1.1.1 C(F-

AMORAS (Hac 10%, estio incluidos no Quadro 10,

Ouadre 10: Tempos de retengdo obtidos da CLAE do exirato bruto e das
zonas separadas 1, 1.1 e fragio F-AMORA

Lonas
Tempo
de retengfo 1 1.1 F-AMORA
Lar2 Cmin. 3
ig,0e 15,88 17,13

4. 2. 2.1 Identificaglo da estrutura da fragfoc F-AMORA

A4 solucfo contendo ols) agdcarl{es) da frag¥o purificada F-AMORA hi-
drolisada em meio Acido, oromatografada em papel, continha somenie
glicose, identificada por seu Rf comparado com o R da amostra padrdo

de glicose e por co-cromatograflia,

Da fracf¥o F-AMORA, e apds sua reagfc com AlLCls, assim como do extrato
bruto. foram obiidos os especiros de absorgfFo UW-visivel, em mstanol -
HCOl 0,01% (Figuras 22 e 210. Os maximos de absorgfo no UV & visivel,

g desiocamento do Awmar apds reacfo com AlTla. da antocianins da
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frac¥o F-AMORA o do exirato bruto, assim como seus valores de R nos

sol venbes BAW, AWH e Forestal, estico relacionados noe (uadro 11,

Cuadro 11: Caracteristicas espsctrals e cromateograficas do extrato

brute & da fragio F-aAaMORA

Caracteristicas |Extrate Brultoc|iona F-AMIEA
Deiek, Ban,
Mpgx DD 326, 288 281
AXAICY 3 - + 23
Amdy: oy o7 - _
Amf&x wis
PR
25,8 -
Améx AR
gptco deido
532 -
Amé.x wis
BAW - 4.0
Rf E
AWH - =27

Da hidrolise controlada da fracfo F-AMORA foram oblidos dols produ-
Lo, cujos valores de R em AWH, comparadoes com os da literalura e
resumidos no Quadreo 12, indicaram gus © composto inicial seriz a

cianidinae 3-glicosiden e produtoe final a2 aglicona cianidina.
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friadro 18 Valores de R em AWH dos produtoes da hidrdlise acida con—
trolada da fracfo F-AMORA '

Bf » 100 em AWH
Tempo de
hidrolise (mind Frodutos
1 2
O &8 —
&= a5 —
4 24 .
8 =24 : 10
13 =3 12
=0 25 11
30 e 13
40 — 10
50 - iz
80 - 14
45 - iz
Literanura*
cianidina 3-glicosidec =7
cianidina ig

* Harborne (1987D
A frag¥o F-AMORA &, portanto, a clanidina 3-glicosideo.

4. 2.2 Morango

e extrato bruto de morango, cromatografade em papel ¢ desenvolvido
em HCI 1% C(Figura 243, foram obtidos duas zonas. A zona de coloragdo
laranja Czona 12, apresentando maior intensidade de cor, fol cromato-

grafada em BAW. © cromatograma (Figura 250, expostico aos vaporss de
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amoniaco mostrou a existéncis de uma Gnica zona amarsla de Tlavonoi-
de., contigua & uma zona laranja, de {raca intensidade. O cromalograma
apresentava ainda uma zona laranja (zona 1.10 com forte intensidade
de cor gue, recromatografada em HAc 10% CFigura 263, nic 5& Separou
em outras, nem detectou-se a presenga de Tlavondides apos iratamento
com vapores de amoniaco. A zona 1.1.1 coblida, foi denominada, para
efeiten de discuss%fo no tLrabalho, de F-MOR. Todas as operagles croma-

tograficas de separagfo oslioc resuml das no esguama 4.

Extralto Zomas Tonas Zionan
% - 5

Bruto de —om X, BAY HCL 10% 4Ty

Mor ango = 1.2

Exquema 4: Operagles cromatograficas para separagio e purificacio das

antocianinas do exirato de morabgo

e exbtrato brubto e de cada uma das zonas separadas .{zmnaa i, 1.1 @&
F-MORY foram obtidos os espectiros de absore¥o UV-visivel, en M OH -
Hel 0,01% (Figuras &7 e 282, cujos miximos de absorgdo, relagbes
AcansBmax vis, Amax UVAAmax Vvis, Apleo ocido Amox vig, aléem do deslo-
camenbo do Amex apds reacdo com-AlCla da fragfo F-MOE, esstfo relacio-

nades no Duadre 13
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Cuadro 13: Caracteristicas espectrais do extralo bruto e

Zonals selDd—

radas 1, 1.1 & F-HOR
Caracheristicas |erater g 1.1 F-MOR
Bruto
S5i10, , B0, 430, 1810, 430,384,
Améx Crmo =72, 286 506 233,554 256, 255
AXALCLa - - O O
&
méx WY 470 - S19 131
“é‘mdx Vi
Aa a0
= A 0.5 B4
ﬁmax wis
‘&‘pi.ca Sdoido
- B0 34 k= I
Am:&x Vs .

4.2.3.1 Identificacge da estrutura da fragfo F-MOR

Oz esspeciros mostram a presenga de um Tombro” ac redor de 330 nm, o
gque poderia indicar a presenga de &cidos na molécula da antocianina.
Ertretants, & razZio Apice acidosAmax vis, (ol diminuindo a medida gque
progrediam as @tapas de separa@ﬁa e purificagfo. sugerindo gue o0
suidos presenteé poderiam ser Acidos livres. De fato, Francis (19820
& Harborne (18672 wverificaram gque. para a maioria das antoclaninas
smiladas enconbradas na natureza, a razio Apice acidosAmox vis € mem-
pre superior a 80. A cromabograflia em camads delgada do extrato elé-

res oblideo apéds hidrolise alvalina da antocianina confirmou.a ausén-

mia de acidos na fragf%o purificada F-MOR.
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A relacio pereeniual sdso Amax vig de 34,0 para a fracio F-MOR indica

gue olsl agicaries) presentel(s) na moldcula estio ligados ao O3,

A solugico contends olsl agicar{es’ da fragio F-MOR ocblida apds hidrdé-

lise continha apenas glicose, identificade pelo seu Ef comparado com

amostra padrio de glicose,

A obltencio da fragfc F-MOE a pariir do sxtrato bruto durante as treés
etapaz de separacfo @«m papel nos trés solventes, mostrou-ss conside-
ravelmente eficisnte, conforme se constala pelos picos oblbidos dos
cromaliogramas da CLAE (Figuras 28 & 300, O extrato ruto ssparou-se
am cinco fregfies, cujos tempos de reteng®o estio relacionados no Qua-

dro 14, com apenas um deles apresentands alta concentracfo relativa.

uadroe 14: Tempos dé retengi®o do extrats brutoe o das zonsse separadas

i, 1.1 = F-MOR obiidos por CLAE

Zonas
Tenpo ext.rato _
de retenc¥o brut.o 1 1.1 F-~MOR
Ched Cmin. D
S.18 5.87 -
5,13
g
6,70 == L 8,78
2,232 14,03

Da hidrdlise controlada da fragio F-MOR foram obllidos dols prodotos,
cutos valores de B em AWH, comparados com o5 da literatura,. o resu-

midos no Cuadro 153, indicaram gus o composto inicial seria a pelargo-
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nidine I~glicosideo ¢ o produte final, a aglicona palargonidina, como

encontrado por Wrolstad e Putnam (1808,

Ouadro 15: Valores de Rf em AWH dos produtos da hidrélise acida con-
trolada da fragiio F-MOE

R » 100 em AWH
Tempo de
hidréalise (mind Produtos
i 2
O 36 —
2 3 -
4 34 —
2 38 18
15 B4 13
20 36 ia
B0 e 14
4 — 13
a0 — 12
&0 — 14
Litaratura*
pelargonidina F-glicosidec 35
pelargonidina 13

* Harborne 1987

4.3 Experimentos de estabilidade

Pestabelecida a identidade das antocianinazs & suas caracteristicas es-—
pectroscépicas e analiticas, as mesmas, bem come as suas agliconas,
Coram Wnadas pal a 0s estudos de estabilidade. Para as agliconas foram

usadas concentiracdes slgvadas nos enzalos de estabilidade, sob efeito
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do pH & da luz. Valores de absorbancia iniciaié préximos de 2,000 nos
experimentos de estabilidade foram usados (apesar de possivels des-~
vios da Lei de Beer), devide a rapidez com gque a absorbincia calu nas
solucBes de antoclanidinas. Os valores das consitantes de velocidade
de reag¥c (k2 e dos Lempos de meia—vida (Lis2) calcoculados para as an-
tocianinas, a partir das perdas de asbsorbincia, apresentam malor con-
fiabilidade do que para as corrsspondentes antocianidinas, pelo tempo
relativamente mais longo para chegar as perdas proximas de S0% da ab-—
sorbincia inicial, valor esse que pars A antocianidinas, pela sua
evwirema instabilidade, fol stingido em alguns cascs &m menos de 30
minutos, n%¥o permitindo, asgsim, 2 c_lat,erminac;ﬁo da absorbiancia pc:r'
tempoe suficiente para obtengdo de um maior munera de medidas, espe-
cialmente no casc das solugtes de pelargenidina, onde OS valores ob-
tidos a pH 2,0 n¥c puderam ser usados para o cilcocule da constanie
aparente de velocidade de reagiio sob efeito da luz e consegiientenent.e
dos tempos de meia-vida, Jja gue as solugSes desta antocianidina nem

sequer puderam chegar a ser gxpostas & luz.

Ouando as solugBss de antoclianidinas {em MeOH-tampfoc citrato-fosfato,
1:13 foram colocadas em auséncia de luz, tomou—-se para o cdlculo da
porcentagen de perda da constante de velocidade k¥ & tempo de meia—
vida t1,2, as medidas de absorbincia feitas imediatamente apds o pre-—
paro das solughes. Para os sistemnas expostos & luz esou quando adi-
cionados de dcido ténico ou écida galico, usou-se para os calculos os

valores de absorbincia tomados apds duas horas do preparo das solu-
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cBes. O tempo toital de reagdo, em horas, foi variavel para as dife-
rentes antocianinas, antoclianidinas e sSeus respectivos complexos,

sempre levando em conta a perda maxima de absorg¥o proxima de D0k,

As condicBes gue foram usadas para o estudo da estabilidade levaram
em conta a instabilidade das antocisninas 2 antocianidinas frente a
diferentes pHs = a luz, devendo-se enfalizar a inexisténcia, aldé
ent®c, de dados sobre a estabilidade das antocianidinas, possivel -
mente por se considerar gue os dados seriam oS mesmos ou proximos dasg
antocianinas para as respectivas antocianidinas, sem levar sm conta
poréem a extrema instabilidade das antogianidinas onde a falia de uma

ligag®%o hemiacetélica no C-3 facilita a formacfo de estruturas guino-

nicas.

Os pHs escolhidos para os experimentos foram infericores a pH 3,0, ja
gue as antocianinas e especialmente as antocianidinas apresentam ins-
tabilidade crescente com o aumento do pH, e condiderando Lambém que

+
em pHs infericres a 3,0 ha um aumento da espgcie AH fortemente colo-

ricda.

A escolha do acido tanico como copigmento basela—se em estudos ante—
riores CMaccarone et al, 189872 gue mostraram seu efeits proleior em
antorianinas como a cianidina 3-glicosideoc. Por oulro lado, a estru-
tura do acido Lanico, formada por moléculas de acido gaélico ligadas a

um agacar, apresentando portanto consideravel possibilidade de fTormar
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pontes de hidrogénio, ssria relevanta no sstudo da fmrma;%m'do com-
plexs, levando em conta o efeiio sobre os grupos substitulntes no
anel B das antocianinas. Assim, também procurcu-se sstudar o =feito
do Acide galico, cujas possibilidades de ligagifies hidrofobicas soriam

maiores em detrimento das possivels ligagfies de hidroganio.

As proporgiBes molares entre as antoclaninas, antocianidinas e o co-
pigmento foram baseadas em trabalhos anteriores CBobbio ot al, 1880;
Stringheta, 19812 & levaram em conta =2 possibilidade de estruturas
tipe sanduiche do pigmento copigmentado com duas molédculas de copig-

mento Ctanto para o acido ténico como para o acido galicol.

De acorde com Stringheta (16812, a complexagio pode levar alé duas
horas, na auséneis de luz, para se complelar e pode ser evidenciada
por um aumentc na absorbéncia (efeite hipsrorémicad esou um desloca-

mento e hmax Cefeiito batocrdmicod.

éntretanto, no caso da pelargonidina, devido & sua grande instabili-
dade, foi necessaric confirmar a formagfo do complexo com doido LA~
nico imediatamente apds a misturz dos resagentes. SoluglBes de delfini-
dina, pelargonidina, <¢ianidina e seus complexos foram cromatograladas
em placa de celulose Avicel, numa adaptacio para os complexos do mé-
todo sugeride por Mullick (19880 para cromatografia zimpultanes de an—

toecianidinas e antocianinas, usande um dos varios sistenas de sal ven-
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tes sugeridos pelo autor. Os valores de K obtidos, resumidma no Qua-
dro 18, mostram gue o método de Mullick funcionou de maneirs satisfa-
Loaris também para evidenciar a formag@c dos complexos das antociani -
dinas, viste que os valores de Rf para os tres complexos foram subs—
tancialmente diferentes das antocianidinas livres, evidenciando a

formac¥o de novos produtos.

Quadro 16:; Valores de Rf das antocianidinas e seus conplexos apés

reacfo com &cido Linico

RE
Pigmentos
3 *x
12 Dirsc¥o 22 Direcio
Delfinidina 18,3 28,4
Cowpzex? ?eifinldlna— 18,0 22,1
doido tanico
Cianidina 38.0 50,0
Complegc cianidina—-aci- 41,0 36,0
de Lanico
Palargonidina T4, 0 21,0
Co@pl&x? gelargcnldznaw 71.0 50,0
scido tanico :

®  Splvente: Fa-HCL 4N (ac. férmico—-dacide cloridrico 4M, 1:1, vAv2
wx Solvents: MHW Cmetanol —Agua—-ac. cloridrico conc., 180:10:1, vovsvd
% Solwvente: Fa—-HC1 4M (acido férmico—-ic. cloridrico 4N, 1:1,. vvl
wx Tolvente: MHYW (metanol -&gua—sc, cloridrico conc., 180:10:1, wveovd

A adic¥o de dcido tanico as sclugles de antocianinas e antocianidinas
provocou um efeito batocrbmico, o que também indica a formagf¥o do

complexs. Os deslocamsnlos do Amex original a pH 1,8 = pH 2,0 para os
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Haamplexms de delfinidina, delfinidina 3-rutinosidec, cianidina, cia-
 nidina 3-glicosideo, pelargonidina e pelargonidina JF-glicosideo, es-
%o resunidos no (uadreo 17. As diferengas (Admaxd nos valorss apre-—
sentados & pH 1.5 s¥c maiores do que a pH &,0 com exceg®o da delfini-
dina 3-rutincsiden. B interessante notar gue a pH 1,8 o wvalor do
Almax € decrescente da delfinidina para pelargonidina e crascente
para as correspondentes antocianinas, mas a pH 2.0 essa regularidade
na wvariacfo do Akmex n¥c se repete. Aparentemente, a pH 1,5 a comple-—
wagEo das antocianinas € afstada pela presenga  de substituintes no

c-%, além dos grupos —OH do anel B.

Ouadre 17: Deslocamentos batocrdmicos {Armexs apresentados apds rea-

c¥e de copigmentag¥e com &cido tanico, a pH 1,85 & a pH

2,0, A temperatura de 20%1°C

Ahman
Pigmentos complexados R 1.5 H 2.0
Delfinidina 10 5
Delfinidina 3-rutinosideo 5 5
Cianidina L= 7
Cianidina 3—glicosideo : £ 5
Pelargonidina &5 4
iPelargonidina 3*élicosideo 14 12

s resultados resumidos noe Quadro 18 mosiram a grande instabilidade
da pelargonidina, a anteciapidina monosidroxilada no ansel B, sm compa-—
rac¥o com & cianidina e delfinidina., respectivamente, di- & triidro-
wilada no anel B, com perda da absorgfo de aproximadamente B0% apos 1
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hora de inicio do sxperimento, ainda no escuro, a pH 2,0, e apresen-
tande perds total da cor vermelha e da absorg@o no Amédx apds @ horas,
coms mostra o exame do seu especiro (Figura 312, H& uma relativa
maior estabilidade da pelargonidina a pH 1.8, eom relagfic a pH 2,0,
ainda na auséncia de luz. perdendo cerca de 20% da absorg®o inicial
apGs 1 hora, apresentando entretants ainda alguma cor & absorgfo apds

# horas como podemos observar na Figura 32,

& copigmentagfo de pelargonidina com &cide tanico resultou, para os
sistemas colocados em auséncia de luz, num aumento da meia-vida de
P4% e 266%, respectivamente a pH 2,0 e a pH 1.5, sendc possivel ob-
servar & diminuic¥o dos valores da absorg®o indcial atraveées dos res-
pectivos sspectros nas Figuras 32 e 34 de cerca de B0%, apds 2 ¢ ©

horas. raspecitivamente.

Para o sistema pelargonidina a pH 1.5, sob agfo da luz, o &cido
tanmico mostrou-se eficaz em relagifo a0 sistema sem o coplgmento, au-
mont.ando a estabilidade de 2 para B horas Cdas guals 8 com luzd (Fi-

guras 35 e 36, respectivamentel.

O dados do Quadro 18 para a cianidina, associados aos éspectros cia—
nidina-pH 2,0-1uz (Figura 372 e cianidina-pH 2, 0rauséncia de luz (Fi-
gura B8 e curvas de Absorbincia versus tempo (Figuras 47 & 485 indi—
cam que embora cianidina tenha resistido mais tempo A luz gue a pa-

largonidina, as perdas na auséncia de luz s%o praticamente iguals as
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ocoorridas sob ac%o da luz, sugerinde gue ocorra uma degradagdo ainda
na suséncia de luz com velocidade maior para a pelargonidina do gus a
cianidina. Esta gltima, tanto na luz como a sua auséncia, mosirou
maior estabilidade a pH 1.8 do gue 2.0 como se sobserva nos especlros
cianidina pH 1,%571uz (Figura 39} e cianidina-pH 1,5 auséncia de luz
LFigura 403, A pH B,G, na luz e na sua auséncia, a mesma absorbincia
se cbserva j& apds 5 horas em comparag¥o s 7 horas do sistlema a ph
1.,% como mostram os espectros da clianidina-pH 2,0-1uz e cianidina-—-pH

2, 0/auséneia de luz (Figuras 37 = 38, respectivamented.

Az medidas da absorbincia dos sistemas de zolugBes Lamponadas das an-—
tocianinas purificadas, suas correspondentes agliconas e seus comple-
wos com sdcido Lanico foram usadas para construlr um grafico da absor-
péncia versus tempo, calculando-se a constante de velocidade de rea-
c¥o de pseudo 12 ordem, e pericde de meis-vida, resumidos no Quadro
10, e usados come pardmeiros para estimar a establilidade frenle &
ac%o da luz, através das relagles k luzsk ausénoia de luz; do =feito
do pH, através das guociente k (pH 1,83k (pH 2,07; apds copigmenta-
c¥o, atraves da porcentagem de aumento do tempo de meia-vida das an-
tocianinas e antoclanidinas complexadas em relagfo as n¥c complexa-
das; e da influéncia do aumento do ndmero de hidroxilas no anel das

antocianidinas, pela ordenagfo decrescente dos seus valores de k.
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Tadro 18:

B

Euas

respectl VRS
na luz 2 em auséncia de luz,

Porcentagem de Perda de Absorgfc no Amox para a delfinidi-
na B-rutinosidec, cianidina 3~glicosideo, pelargonidina 3-
glicosides Cantocianinas)
(antocianidinasl,

agliconas
cOm e Sem

adic¥o de acido tinico (complexcs e branco, respectiva-
mentel.
% Perda — Antocianidinas
CondigBes de Cas . - C s
reAcHs Pelargonidina Cianidinas melfznzﬁléa

Branco | Compl exs | Branco | Compl exo | Branco | Compl exo
ol 2,0/ uz - - 32,8 =zo,8% | 44,87] a3s,0
pH 2.0sauséncial .. o2] 35 02 | 47,87 34,07 | 51,0%] 47,45
de luz
pH 1,81 uz - 28,0 | 40,0% es.0% | sa,0t| m1.4
pH L,Brauséncial 4o 221 g 42 | 50,69 323,39 | 42,07 39,37
vher 1z

% Perda — Antoclianinas
CondigBes de Felargonidina Cianidina 3- Delfinidina
reagEo 3-glicosideo gl icosideo 3-rutinosideo

Branco | Complexa | Branco | Compl exo | Branco {Compl exo
oH 2,0-1uz s=,0”] 17,0° | s8,87| =zs,0" | 38,27 ze,8
pH 2, 07auséncia E,Qc =, 7C iO’al 4’51 ii,Ba 19649
de luz
pH 1,5/1uz 10,5°  4,1P | =,8" g,6” | 20,47 13,6"
pH 1 .,% ausencia 3’4c nga 3’41 8’41 3*3m ggam
de luz

Aboreviactes:

a) apés 1 hora em auséncia de luz; bo ApGs 148 horas de exposigio a
luz; <2 apds 148 horas de exposigHo a luz; dY apds 3 horas de exposi-
c¥o & luz;, e apés 1 hora de ewposicfo & luz; 2 apds 2 horas em au-
séneia de luz: @) apds 8 horas em ausénclia de luz; h) apds 2835 horas
em auséncia de luz; i) apds 283 horas de exposiglo & luz; I3 apds 17
horas de exposigfo A& luz; k3 apds 18 horas em auséncia de luz; 10
apds 7 horas de exposic¥o & luz; m0 apds 7 horas em ausdncia de lux;
Dy apés BB8 horas de exposigdo a luz, o apos 6B8 horas em auséncia

de luz
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Valorsse das Constantes de Velocidade de reagdo (k3 e de
Ltempo de meia-vida (Lar2), para as antocianinas., SuUas res-
pectivas agliconas, com e sem a presenga de luz, com & Sem
sdeide tanico, nas razBes molares de 1:2 e 1: 23 Cantociani-
com acido galico na raz%o molar 1:3, a pH

Ouadre 16

nascopl gment.ol,
2,0 & a pH 1,5,

& em atmosTera inerie

Antocianidinas
k x 107 %ns ™'y e tirsz x 10 Chsd
CondicBes Pelargonidina Clanidina Delfinidina
de reagfo Acido Acido Acido lAcide
’ Tanico Tanico Ténico | TaAnico
Branco Br anoo Branco
rarEo ramE o raz¥o jrazio
i:2 1:2 1:2 1:3
- - ST, 0 BACO, D 14G0G,0 1478.0 1453,0
pH f*o’luz - - 0,17 oozl 1,4 1,48] 1,53
zzngng“zg - - BO00.0 | 2700.0 1477.0 |395,0 |380,0
- - O,.24 3,88 1.4% 1,75 1,83
" 1.8 - 1106, 11700,0 1000,0 (7RO 1768,0 1674,0
U e - 0,63 o, 41 o0.89| o,83] 0,90 1,0
pz 1?5fa§; 1040,0 [1020,0 |1160,0 S10,0 I1870,0 1820,0 6286,0
BEDCLS o, 368 O, 68 0,8 0,761 1,031 1,1 1.1
Antocianinas
Condi - k x 107 %hs ") e tirz x 10 Chsd
oBeg FPaelargonidinajCianidina 3- Delfinidina -
de 3-~glicosideo gl icosideo rutinosideo
reag®o Acido Acido Acido Acido
Branco Tanico B anco Tanico Branco Tanico Galico
an raziEo razfo razic FRaZIG
1:2 1: 2 . 2 1:3 1:2
cH 2,07 50,0 12,0 =3G.0 18,0 - 4,0 = 14,0
lu=z 13,8 22,3 3.1 5G,.3 o=, 4 e 84,5 48,8
pH i'ﬁf 30,0 2.0 2,0 1,01 1.9 0.3 1 7.0
BUSERCLS! 231,0] 345,86 345,86 693,0| 385,0 0.0 228,0{ 89,0
oH 1,5~ 20,0 ",0 14,0 4,5 B, 4 =L 4,0 a,8
lurz 34,6 138,58 40,51 184,00 204,00 38,0 173.2 T, =
pH i*ﬁfa 1.7 1.4 1.0 0.6 5.8 0,28] ©.68 3.3
zzglzzl 407,01 495,0! 883,011155,011386,0(8772,0(1018,1{ 210,0
As relacfes k  luxk ausdnrcia de buz, resumidos no OQuadro =, e

guocientes sempre malores gque 1 para todos o2 sistemas, evidenciam o
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forte efeitoc da luz schre todos os sistemas estudados com a reagdo
sendoe mais veloz a pH 2,0 gue a pH 1,5 para as antocianidinas £ an-
Locianinas nio complexadas, na ordem cianidina > delfinidina; pelar-
gonidinas F-glicosidec > cianidina 3-glicosideo > delfinidina 3-ruti-
rosides. Fina st al (19987 acompanharam através de absorg¥o noe UV-
wvizivel e CLAE, a folodegradac¥o de soluglss de malwvidina 3,5-digli-
cosidec en solucBes aguosas, registrando a formagdo de produtos de
degradacfo identificados como acido 3,5 ~dimetoxi ~4° ~hidroxibenzdico
e 2.4.8-triidroxibenzaldeido, numa faixa de pH de 1 a 3. Us referidos
autores sugeriram gue a reagio Totoguimica procede atravées da cissdo
e chdtion fiavilium e nfo atravées da formag¥o da chalcona obtida nas
degradagBes térmicas. A exposiglo prolongada e continua das soluclies
de cianidina e delfinidina, de pelargonidina 3-glicosideo, cianidina
I-glicosides e delfinidina 3-rulinosidec resultou a0 {inal de cada
gxperimentc, ou sSejax, apts 5, 40, 300, 448 g G0OB horas respectivamen—
te, em soluglies fracamente coloridas de rosas e vermelho, U exame dos
sgpeciros de cilanidina-ph Z2,01uz, cianidina-pH 1.5<1luz {(Filgura 37 e
2437 e delfinidina-pH 2,0-luzea pH 1,8571uz {(Figuras 41 e 427, de
pelargonidina 3-glicosideso-pH Z2.01uz e a2 pH 1.5 71uzx {(Figuras 43 @
447, de cianidina 3-glicosideo-pH &,071uz = & pH i;ﬁ/luz {Figuras 498
= 450, revela gue de fato n¥o houve o aparecimento de bandas de ab-
sorofo na regifo pertencente as chalconas CROO-400 nm, segundo
Harborne, 19873 ,as apenas um alargamento dx banda a 275 nm no Sspece
tre da cianidina, wm aumento na absorgio & pegUESTKS deslocamento da

banda a 275 nm para proxime de 280 nm para a delfinidina, wma diml-
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nuicfo da absorc¥o ne Amex UY (275 nmd para a pelargonidina 3-glico-
sides, alterac¥c essa também encontrada nos espectros da cianidina 3-
Ezges resultados conflirmaram

glicosideo e delfinidina 3-rutinosideo.

om resultados de Pina =t al (18823,

Cuadro 20: RelacBes kluz-keusgncia de tuz, a pH 2,0 ¢ a pH 1,5, para

& pelargonidina 3-glicosiden, cianidina F~glicosiden, del-

finidinag F-rotinosidec, suas agliconas & seus respectivoes

compl exos.

kKiuzskauséncia de lLuz
Pigmentos Branco Comnpl exo
pH 2,0 pH 1.5 pH 2,0 pH 1,3

Feleargonidina - - - 1,08
Cianidina 1,37 1,46 12,8 1.1
Delfinidina .3 1.2 1.2 1.3
Pelargonidina 3-glico- 16,6 11,8 5.5 3.5
zideo
Cianidina 3—glicosideos 15,0 14,0 10,0 T
Eziflnldzna F-rutinosi - 4.2 6,8 13,3 8. 8

Fara oz complexos, a reaglo de foldlise foil também favorecida a pH

2. ¢ com valores de k proximos aos das antocianidinas nfo compl e
wadas, evidenciando sua instabilidade & luz mesmo apds complexagdo.
Para as aniocianinas o efeito da complexagfo resulta em valores de ¥
gque s¥c praticamente a metade dagueles ohitidos para o sistenz sem co-
pigmento, mas agui a ordem de protecio & luz imposta pelo copigmenio
se inverte, com a pelargonidina 3-glicosidec sendo a mals protegida.
Nas antocianidinas, ocorre uma rapida g exirema diminuigio da absor—

s¥o inicial da pelargonidina. Note-se gue as inclinacBes obtidas nas
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curvas de absorbancia versus tempo para os sistemas de pelargonidins
com 2 sem luz (Figuras 47 e 48, respectivaments) s3¥o baslanle acen-—
tusdas indicando um valor esperade de k muite alte. Tais valores de k
alics n¥%o foram encontrados em nenhum dos demais sistemas eviden—

ciando a exirema instabilidade da pelargonidina (1 56 grups ~OH no

arszl B2,

o]

O Ouadro 21 resume as relagles tarz (pH 1,800z (pH 2,03, gue per-
miten avaliar os efeitos do pH, na presenga e em ausdnoia de luz, com

& sem dcido tanico.

Ouadro 21 FelagBes terz (pH 1,324z (pH 2,00, na presenga & nDa au-
séncia de luz, com & sem adcido ténico para a pelargonidina
3-glicosides, cianidina 3-glicosideo, delfinidina A-ruti-
nosideo, suas agliconas e seus respectivos complexos.

i,z CpH 1.804s.2 CpH 2,02

Pigmentos Branco Compl &xo
Lirz Auséncia - Auvuséncia
de luz des luz

Pelargonidins - - - o
Cianidina 2.3 2.5 2.4 2.8
Delfinidina <, B3 2,7 0,8 O,8
Pelargmnidina 3-glico- 2.1 L7 .
sideo
Cianidina 3-glicosideo 2.1 2.0 2. 1.7
Delfinidina 3-—rutinosi- 2.2 5,6 1.8 1.2
cleo

Para as antocianinas todos os guocientes foram maiores gque 1, incando
gus © aumento do pH de 1.8 para 2.0 favoresceu as reagBes de degrada-

c¥o ocorridas para o sistemas expoztos as varias condigdes.
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Mo nossos experimentos a conceniragfo usada fol em torne de 1@ﬂ%L
tanto para as antosianinas como para as agliconas. Asen et al (18723,
usande concentragBes de B x 107%, 5 x 107 & 5 x 10°M, encontraram
deslocanentos batoordmicos de O, 8 2 14 nm, respeciivamenle, sugerin-
do os referidog autores que o deslocamento batocordmicon era influen—
ciado n¥o s$é& peloc pH mas também pela concentragfo. Os deslocamentos
matocromicos verificados nos experimentos e resumidos no Quadro 17,
est¥o na faixe dagueles encontrados por Asen et al (187383, com o pH
1,8 que paresceu ser, em face dos resultados obtidos, o pH mais favo-

ravel para a complexag¥o das antocianinas # antocianidinas monc e di-

idroxiladas.

A pelargonidina, como j& discutido anteriormente, apresentava a pH
2,0 uma grande perda de cor possivelmsnte devido & rapida formagio da
pseudobase incolor favorecida nesse pH. Entretanic, os dados de por-
centagen de aumento do tempo de meia-vida, resumidos no Quadro 22,
mostram gque n¥o s o pH 1,8 lhe fol mais favoravel como a complexagdo
com o Acido t&nico causou oo oalor aumento observado para o ltempo de
meia-vida relativamente ao da cianidina e delfiniﬂina, indicando que

houve umz possivel revers¥o no equilibrio abalxo

AHT + HzO B o+ H
e.—.—-—.—.-—--uw-

na direcfo do cation flavilium, com uma menor formnag@o da preudobase
hemiaretalica incolor. O cromatograma obtido pela CLAE para o sislema

pelargonidina-pH 1.5-acido ténico (Figua 49 confirma a formagio do
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complexo., com tempo de retenc¥o diferents co tempo de retengio obitido

para © sistema pelargonidina nfo complexada CFigura 493,

Cuadro 22: Forcentagem de aumento do tempe de wmeia-vida L2 apts
conpl exacio com &cido Lanico
Pigmentos % de aumento d2 Lirz .
: . -

pH 2,00 | PP 2097 n s pH 1,57

1 um auséncia 1y auséncia

de luz e luz
Felargonidina - - - B8, B
Cianidina 17,0 8,3 55,3 26,7
Delfinidina a6 20,7 1.8 5,8
Pelargonidina 3—glico— 253, O 40,6 209, O 21,6

sideo

Cianidina 3-glicosideoc Z00,0 100.0 Z11,0 65,7
izifxnldlna F-rutinosi- 92,2 500, O B4, 4 106,0

O tempos de melia-vida para cada sislema, resunidos no Guadro 198, in-
dicaram que a delfinidina 3-rutinosidec e sua aglicoena s¥oc a antocia-
nina e anbocianidina mais estivels em relagio aos composlos monc
diidrosilados no anel B, De fato, de acordo com Asen et al (18723,
solucBes aguosas de delfinidina A-glicosides em pH 3,32 ainda apre-
santavém apreciavel absorbincia, provavelmente devido 2 maior estabi-
iidade de sua espécie gquindnica ou anidrobase CAD. Foderiamos esperar
ent¥o gue os beneficios decorrentes da reagio de coplugmentag®o para
of mistemas delfinidina S-rutinosidec & delfinidina expostos a iuz
deveriam ser menores relativamente aos obmervados para ©8 zistenas
cianidina 3-glicosidec e

pelargonidina 3—glicosides, pelargonidins,
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cianidina, o gus estd de acords com o encontrado em nossos experi-

mentos,

Embora Lenhé side considerade gue a copligmentacio pederia ser facili-
tada pela formac¥o de pontes de hidrogénico CAszsn et al, 1872
Williams & Hrarzdina, 19782, Goto (19797 propds que o fendmene seria
devido & formag¥o de uma estrutura intermolecular do tipoe empllha-
mento hidrofdbico dos nGoleos aromaticos da antocianinae e do copig-
mento. Esta estruiura seria mantida & estabilizada altraves de inte-
racBes doz elétrons [I dos angis aromaticos, e m_cemplexo-resultanta
o se hidrataria: consegUentemente, a um dado pH, mais lons fla-
vilium estariam presentes. & intensificada eficiéncia de muitos éste-
res do acido galico o D-glicose, usados como copligmentos de antocia-
nrinas (Mistry et al, 1891; Martin et al, 1992 possivelmente se ba-
coia na sua habilidade de formar uma estrutura em gue, enire os -1 =
C~6 da glicose substituida com dcideo gialico resultaria uma “abertiura®”
onde a antocianina pode se encaixar (Mistry e al, 18813, As conclu-
=fBas dos referidos aulores baseilam-se no exame dos especiros de RMN
do complexo malvidina 3,5-diglicosides com 3-1,2,3,4,6-pentagalato de
D-glicose através.dos deslocamentos quipiccs apresentados,. onde veri—
ficaram gue as mais significativas mudangas no especlro ocorreram
para os prétons dos acideos galico esterifimadpg na posiclio 1 & B da
D-glicose, indicando uma preferéncia para a complexagfo da antocia-
nina préxima ou sntre esses grupoes. Baseados ﬁeﬁsag ohservagdes,

Mistry =t al. (19910 sugeriram um modelo de estrutura, com formagdo
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de um complexo antocianina—copigmento 1:1, onde os dolis grupos ésle-
rec do acide galico situados no C~1 e -6 da glicose seriam mantidos
a uma distdncia Stima para,., através da entrada da antocianinag na
abertura formada, chegar a uma estrutura do tipo “sanduiche”, resul-~-
tande num enpilhamento hidrofdbico das estruturas do pigmentc & do

csﬁ;:sigmeentcx, coms ilugtrado na Figurs 30,

NI £ 3

{1} észter do dcide galico
{2} antgtianing

Figura B0: Modelco de estrutura “sanduiche® para a formas¥o de um com-
plexe 1:1 entre a antocianina & o éster £ ,8,3,4,8-penta~

galato de D-glicose (Mistry et &1, 18912

A eficidéncia da copigmentacfs das antocianinas pelo acido Lamicoo {um
tri~éster do-acido gilico e da D-glicose, Figura 12 poderia ser de-
vida arc fato de stz molécula possulir uma estrulura semelhante aguela
proposta por Mistry et al C188912 para © 1,828,324 . 6pentagal ato de D
glicose £, azsim, poderia acomodar entre as molécul as do doido galico

sterificade, o anel A e ou B das antocianinas. Em apolio a esla pos-
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sibilidade deve ser ressaliado que o dcido gélico (de estrulura apre-
zsentada na Figura 513 n%o ofereceu, nos experimentos de establlidade
estudados, protecio & delfinidina JI-rutinosidec, como indicam OF va-
lores constantesz de veloocidade de reagfo (k3 & dog tempos de mela-
vida, resumidos no Quadro 18 para os sistemnas com & sem luz, & a pH
i;ﬁ e pH £.0. Conclue-se, portanto, gue a existéncia de diversos gro-
pos esteres de acido galico ligados ao aguoar parsce ser caracteris-

tica fundamental neo tipo de complexac¥c imposto pelo dcido Lanico.

{a) (bl

Figura Si: Estruturas dos acidos galico {ad e tanico (b2

O= resuliados enconirados por diversos autores, indicam que para mul-
iae antoclianinas e coplgmentos existe uma razio molar dlima entre an-
toreianinascopigmentc, na gual intesragfo e estabilidade s8o maximizas-
daz. Os melhores resulitados da complexagio foram oblidos entrs
ciantdina 3,85-diglicesides & guercitina na razfo 1:3 CAsen et al
C1E7EY, entre antociznina o glicosideos de flavonﬁideé na razfo 1:56

CHrazdina, 19812, entre antocianina £ acido clorogénico ns razfo 1:1
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CMazza o HBrouillard, 18900 e entre malvidine 3I.8-diglicosideos e os
copigmentos guercitina 3-3-D-galactosides, #-1,2.3,4,8-pentagal slo de
D-gliceses e cafeina, nas raz@es 1:18, 1:20 e 1:240, respectivanmente
CMistry =t al, 19800, Nos nossos experimentos com &cido tinico foram
experimentadas duas razBes molares entre antocianina, as respectivas
antocianidinas = copigmento: 1:8 e 1:3. O Lempos de mela-vida (Liszd
obtidos para a delfinidina complexada com acide ténico na razfo 1:3,
resumidos no Ouadro 19, mostram um pegueno aumenito cerca de 10% enm
relacfs acs tempos dos sistemas delfinidina complexada com acido L&
nico nae raz¥c 12 enguanic a delfinidinag E-rutinosides apresentou uma
diminuigio dos tempos de meia-vida, resumideos no Quadro 18, em todos
o= sistemas estudados, de cerca de BS0OX, sugerindo gus o excesso de

scido fol prejudicial & antocianina.

Tendos om vista os resultados experimentals discutidos, @ posslvel
propor um modelo molecular para a estrutura do complexo com acido LE-
nico considerando a formagfo do complexo com guas moleculas do acido.
o modelo esta representade na Figura 52, onde o anel B da antociani—
dins ou antocianina se encaixaria entre doiz grupos ésteres do acido
galico da primeira moldécula d§ dcido Linico, localizados no C-1 e G5
da glicose e, uma segunda moléculs do deido tanico disporia seus gro-
pos &steres para o encaixe dos andls A e de pirilium. A literatura
nIEo esclareﬁé £ qual.dog angiz se daria a coplgmentagio, snirelanto,
noszeor resuliados mostram gue nfo sé o anel A e o anel de pirilium

estariam complexados mas & importante a interagio entre os elélrons I3
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Figura 52: Modelo molecular proposto para a complexaglo  entre anto-—

cianidinas, antocianinas & o acide Lanico
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do ansl B g dos andis sromdlicos do acido téndice, bem como © nlmero
crescente de hidroxilas do anel B, possibilitando a formagico de mals
pantés de hidrogénio com as hidroxilas do acido taénico, cujos sfeiios
adicionadns efetivamente protegeriam a posicio 2 do anel de pirilium
do atague da Agua, Jj& gue todos os lados passivels do ataque estariam
blogueados. impedindo ou retardando a adi¢¥o de Hz0 no O-2 com forma-
¢¥o da espécie pseudobase incolor (BY e posterior abertura do anel de

pirilium com formac¥o da espéoie chalcona (0 levando ac esmaecimento

cda Cor.

Pontesz de hidrogénio pafticipam da formacgfo do complexo niIoe somente
através dos grupos hidroxilas dos varios anéis aromalicos mas tambeém
através das hidroxilas dofs) agtrarfes? ligado(sk ao C-3 da aglicona,
aumentande ainda mais o grau de complexsgfco. A presenga desse(sl agu-
carCes’ confere as antocianinas tempos de meia-vida substancialmenie
mais elevados que para as correspondentes antocianidinas. Comparando-
s&, por exemplo, o tempo de melia-vida da mais instiavel das antociani -
dinas, a pelargonidina com o de sua correspondente antocianina, a pe-
largonidina 3-glicosided, ambas n¥o complexadas, o tisz da primeira
n¥o & mensuravel a pH 2.0 enguantoc que para a Wltitima & de.13g e o310
horas, na presenga & em auséncia de luz, respectivamente, ou para a
rianidina e a correspondenie antocianina, cianidina 3—glicosideos, am-
bas n¥Xo complexadas, tacz, a pH 2,0, na presenga € em auséncia de
luz, respeclivaments de 1.74 & 2,4 horas para a primeirsz g 231 e 3450

horas para & Ultima, ou seja, 133 vezes malor na presenga de luz 2

BY



1440 veres malor em auséncia de luz, confirmando as observagles ante-
riores de Ohta 2t al (18800 e lacobuccel = Sweeny (18833, Essa consi-
deradvel diferenga na estabilidade das antocilaninas em relagdo & das
antocianidinas estaria baseada no efeito protetor conferido pelo
reco-briments da molécula aglicona pela molécula dols agucarCesD
{Goto, 18882, o que no entanto nfo impediria o atague da agua pelo
outro lado dae molédécula. 4 exisiléncia das agliconas como chalconas ou
coma  a-dicetonas no equilibrico estabelecido apds sua hidratagfo

Darece uma expiicag&a mais satisfatdria, como ilustrado na Figura 53,

oH & o O
=
F N Xy o~
3 B g

0 0 9
oH | oH | o oH |
\T!,' = I‘ + HY v HY e ;
=y, A RN g
£ c

£ £

Figura 53: Equilibrio izomérice anel-cadeia das formas pseudobase (B

e chalcona (G das antocianidinas

A introdug¥o de wum agdeoar no (-3 das antocianidinas impossibilite a
interconversf¥o da pseudchase (B) sm todas as formas chalconas (OO en-
contradas no egquilibrio daz antocianidinas, como na Figura 54, De fa-
Lo, foi sneontrado por Adams 189730 que o eguilibrico, & Lemperatura

ambiente, foi muito maiz favorecidoe pars as pseudobases (em contraste
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com o eguilibtric das antocianidinas?, o gue implicaria uma perda de

cor para as antocianinas mais lenta do gus para as antocianidinas.

oH 6 i
o

— + HY i | + H
= ~aglear = f-mglcar =

B 3" £

I

3 g O
2P | o 2
o= = |
= D~acicar =4 g-aglrar =% f~—agucar

Figura S4: BEquilibrico das formas pseuwdobase (B2 & chalcona (2 das

f-~agicar

antoci aninas

s valores das constanies de velocidade de reagfo para as anlbocliani-
dinas e antocianinas, livres e complexadas, resumidos no Quadro 1€,
foram colocados em ordem decrescente e as segqidncias cobltidas resumi-
das no Quadro 22, mostrando gue, em todas as condigBes de reacfo gue
foram expostas as solucBes dos pigmentos a establlidade (em termos de
tirz malores) aumenta na ordem: pelargonidina, cianidina e déifini*
dina. Esta ordem contraria as conclus@es apresentadas por Ohta e
Osajima (18823, que verificaram, a pariir de indices de reatividade
caleulados pelo método dos orbitais moleculares de Hickel (HMOD gue a
instabilidade de compostoz flavilium aumenlava com o aumentoc da hi-
droxilacko npo anel B. Entretanto, resultados snvolvendo eslabllidade
frente 4 luz e~sou a difesrentss pHs n¥o s%¥o encontradoes na literatura
para antocianidinas.
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Ouadro 23: Ordem decrescente ¢ valores das constantes de velocidade
de reacgXe (kD para as antocianinas e antocianidinas, com e
sem adig¥o de dcido tanico

CondicBes Ordens & Valores de k
e

Reagdo Antocianins Antocianina + Ac. Tanico
H 2.0 pel., 3-gli Ck=80,02 > cian, jpel.3-gli Ck=13,0% > cian.
fu ’ a-gli. Ck=30,00 > delf. 3- [3-gli. C(k=10,02 > delf. 3~

z rut. Ck=7,5 rut. (k=4,02 :
pH 2,0 pel., 3-gli (k=3,00 > cian. |pel. Z-gli Ck=2,02 > cian.
auséncia |3-gli. (k=2,00 > delf. 3=~ 3-gli. Ck=1,03 » delf. 3-
de lu= Jrut,. C(k=1,8>7 rut.. k=0, 30

g 1.5 pel. B-gli (k=20,03 > cian. [pel.3-gli (k=5,03 > cian.
? ’ S-gli. Ck=14,00 > delf. 3— [3-gli. (k=4,53 > delf. 3-
= rut. Ck=3,42 Crub. (k=2,2)
o 1,57 pel. Z-gli (k=1,72 > cian. {pel. S-gli Ck=1,4> > cian.
suséncia 13-gli., (k=1,00 > delf. 3- 3-gli. (k=0,82 > delf. 3~
de luz rut. Ck=0,30 rut. (k=0,8850
Condi ces Ordens e Valores de k

de

Reagio Antocianidina Antocianidina + Ac. Ténico
pH 8,07 cian., Ck=3075,00 > delf. | cian. (k=3400,00 > delf.
tuz Cle=400, O Ce=478,00 :
PH 2.0 | cian (k=2800,0 > delf. | cian. .Ck=2700,0) > delf.
B k=477, 00 Cle =386, 00
de luz
pH 1,8/ cian. Ck=1700,03 > delf. | Eor: Ckwggﬁﬂ,631> elan
luz Cle =T8O, O3 Ck=1000, > delf. (k=

TEG, 00

pH 1.57 pel,  Ck=1040,00 > cian. pel., (k=1020.02 > cian.
auséncia Cr=1i80Q,03 > delf. (k= Ck=910,02 > delf. {k=
de luz 87C, 00 820, 02

mel . = pelargonidina; pel. 3-gli. = pelargonidina FI-glicosideo;

cian. = cianidina; cian. 3-gli. = cianidina Z-glicosideo;

gelf., = delfinidina; delf. S-rut. = delfinidina 3-rutinosidec.
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g, CONTLUSDES

A extracf%o com metancl & &cido ciitrico em lugar de acide cloridrico
juntamente com & concentragfc por osnose reversa a balixas lemperatu-
ras permitiram a obtenc¥o das antocianinas, evitando a possibilidade

da degradac¥o de possivels aAcidos presentes na molécula.

A cromztografia em papel mostrou-se mais eficiente do gque a cromato-
grafia liguida de alta eficiéncia no caso das antocianinas da berin-
jela e amora. Ho caso do morango, a CLAE permitiu uma melhor separa-

c¥o das antocianinas dessa fruta.

As fracSes principais purificadas dos extratos de begriniela, amora =
morango de palpa branca foram ldentificadas como delfinidina 3-ruti-
nosideo, cianidina 3-glicosidec e pelargonidins 3—glicosideo, respec-—
tivamente., Em morangos de polpa colorida a principal antocianina &

uma cianidina 3—glicosideo.

Arido tinico forma complexos com as antocianinas e antocianlidi nas,
tanto a pH 2.0 como a pH 1,9, apresentando malores deslocamentos a pH
1,8, Pela creomatografia em placa de celulose foi possivel confirmar a

formas¥o dos complexos das antocianidinas.

O fator mais destrutive, tanto para antocianinas como para antociand -

dinas, foi a luz. principalmente guando a pH 2. 0.
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A pelargonidina fol a antocianidina mais instéavel, mesme em auséncia
de luz, enguanto a delfinidina fol a mais estavel,. de acordo com Seus

respectivos tempos de mela—vida.

Muior estabilidade, tanto para a pelargonidina gquanto para a ciani-
dina, foi alcancada guando de suas complexagles com acido tiniceo a pH

1,8 & em ausdncia de luz.

Mosmo na auséncia de luz e nos dols pHs ussdos houve perda da absor-

bidncia para as trés antocianinas por um mecanismo nEo esclarecida,

A& estabilidade, em termos decrescentes de tempo de meia-vida, das an—
tmeianidinas e antocianinas estéd dirstamente relacionada ac namero
decrescente de grupes —-0H substituidoes no anel B, A ordem estabele-
cida foi: delfinidina > cianidina > pelargonidina, para as antociand-~-
dinas, & delfinidina 3-rutinosidec > cianidina R-glicosidec > pelar-

gonidina 3-glicosidecs, para as antocianinas.

Maximos tempos de meia-vida foram observados quando a concentragfo de
Acideo tanico foi de 2 mols., O sumento da concentragfo de 2 para 3
mels de Acido tAnicd, assim como a complexag¥o com &cido galico na

concentrac¥o de 2 mols, nfo resullaram em maior establlidade da del-

finidina 38-rutinosideo.

A adic¥o de acido galice n¥o resultou num efsito protetor enguanto

=3



soido tanico resultou numa consideriavel establlidade. ja que a sua
eztrutura favorece o modelo de sstrutura tipo smpilhamento vertical
favorecido pelec maior numers de interagfes hidrofdblcas enitre os seus

vArios angis aromiticos & oz de pigmento.
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Figura 14: Espscire de absorg®o UV-visivel do extrato bruteo da berin-
Jela, em MeOH-HCL O,01%
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Figuras 1%5: Espectro de absoredo UW-visivel da zona F-BER., e apds rea-

cHe com A1Cla, em MesOH-HUL 0,014
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Figura 16: Cromatogramas oblidos por CLAE do  extrato brute (a2 e da

zona 1 (b2 da berinjela
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(a) - {b}

Figura 17: Cromalogramas obtidos por CLAE da zona 1.3 (ad e da zona

1.3.8 {F-BERD da berinjela

L83



¢ 1 i i i i i i 3 iﬁ i:‘;‘ji'f
P i !
o i s}] Pz } -
i) / }
r]f JE ;r’ | lg{ - -~
IR / ‘s R
i ].- ’f? [1
y | / ! ]
k / 1
S / R EARE
H L, / P
\ ‘
I'r, / ifs AT
i !‘a e‘) % ™ @e 41:.\}2 ;...j
I".! {ji |
Ll o lf
" kY & - !} -
. e ;
k"ﬂ s -~ ll e e
L “’-v_,_“mmﬂ.."%‘ 1‘& - L’jl :‘;-‘fk?’i..ijj
4
k,\ i
K‘\“
: a | : 1 ! i [ s | TR EE
3 A0 A0 4RE SRR Em
T COMPRIMENTO DE QMDA tnm)
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Figura 27: Especiros de absorgio U¥V-visivel do extrato bruto do mo-

range (a) e da zona 1Cb), em MeOH-HCl ©,01%
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Figura 31: Espectro de absorgIo Uv~visivel da solugiio de pelargonidi-

na, a pH 2.0, em auséncia de luz e sen adig¥o de oido La-
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Figura 33: Espectro de absorc¥o U¥-visivel de solugdo de pelargonidi-

nidina, a pH 2,0, em auséncia de luz e com adic¥o de Acido
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Figura 37: Espectro de absorgic U¥-visivel dx solucio de cianidina. a

pH 2,0, socb agia da luz e sem adic¥o de scido tanico
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Figura Z8: Espectro de absore¥o UV-visivel da aclugfo de clanidina, a

pH 2,0, sm auséncia de luz & sem adi¢¥o de Acido tanice
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Figura 3% Espectro de absorcfo UV-visivel da solugHo dee cianidina, &
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Figura 40: Espectro de absoro¥o UV-visivel da solug¥o de mianidina., a

pH 1,5, em ausgncia de luz e sem adig¥e de acide ténico
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Figura 41: Especiro de absorgio U¥—-visivel da selug¥o de delfiniding,

2 pH 2.0, sobk agfo da luz e sem adicfo de Acido Lanico
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Figura 438: Especiro de absorgao UV-vizivel da solucho de pelargonidi-

na S-glicosides, a pH .0, sob agdo da luz & sem adigi¥o de
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