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RESUMO

As antocianinas do bagaco e de uvas frescas Seibel 2 foram quantificadas por
método espectrofotométrico encontrando-se concentragbes de 112,72 mg/100 g de

bagago sem sementes e 500,50 mg/100 g de cascas, respectivamente.

As analises por métodos espectrofotométricos, quimicos e cromatograficos,
incluindo cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) mostraram a presenga de pelo
menos treze antocianinas, das quais as principais foram identificadas como malvidina 3-
arabinosideo, em maior quantidade, seguida de petunidina 3-arabinosideo.

Foi avaliada a eficiéncia de quatro solventes extratores livres de metanol para a
extracao da antocianinas do bagaco de uva Seibel 2. Com o melhor solvente extrator,
etanol 50% acidificado com acido citrico, foi feita uma extracdo em escala maior
resultando em uma solu¢do que foi concentrada por filtracdo por osmose reversa (OR)
e a vacuo. O extrato obtido teve seu perfil antocianico determinado por CLAE antes e

depois do processo de OR.

O extrato bruto do bagago concentrado por OR foi purificado por cromatografia em
papel Whatmann 3 mm Chr com HCI 1%, obtendo-se o extrato parciaimente purificado

livre de flavonodides nao antocianicos, como verificado por CLAE.

Com o extrato bruto (EB) e parcialmente purificado (EPP) de bagago da uva
Seibel 2 foi realizado o estudo de estabilidade das antocianinas em tamp&o citrato-
fosfato a pH 2,2, 3,0 e 4,0 & luz a 23°C e a temperatura de 50°C em auséncia de luz. A
degradacdo dos pigmentos foi acompanhada por espectrofotometria e por CLAE. Foi
também realizado o estudo de copigmentacao com acido tanico na concentracdo de
600 mg/100 mL em pH 2,2, 3,0 e 4,0 nas mesmas condi¢des que os experimentos de
estabilidade.

A analise por CLAE mostrou-se mais adequada para o estudo de estabilidade e

estabilizagcao, permitindo 0 acompanhamento da decomposi¢ao das principais
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antocianinas sem a interferéncia de compostos de degradagdo. Os resultados
obtidos por CLAE mostraram que os extratos bruto e parcialmente purificado de bagaco
de uva Seibel 2 possuem maior estabilidade em pH 2,2, seguido do 3.0, sendo o pH 4,0
0 mais desfavoravel. Os flavonodides ndo antocianicos presentes no EB o deixou mais
estavel que o EPP nos experimentos de exposicio & luz em tempertura ambiente e
também & temperatura de 50°C em auséncia de luz.

Verificou-se que o &cido tanico na concentragdo de 600 mg/100 mL produz
aumento na absorgao de cor e deslocamento batocromico das solugdes de EB e EPP,
sendo estes efeitos mais intensos em pH 4,0. A adicdo de acido tanico melhorou a
estabilidade das antocianinas em pH 2,2 apés exposicéo a luz a 23°C e a temperatura
de 50°C em auséncia de Iuz provocando aumento no tempo de meia-vida das solugbes
de EB e EPP; este efeito ndo foi observado em pH 4,0.

O estudo de estabilidade e estabilizagdo com acido tanico dos extratos bruto e
parcialmente purificado em iogurte a temperatura de 8°C através de medidas em escala
colorimétrica (CIELAB e CIELCH) indicaram uma diminui¢do da luminosidade e da cor
vermelha e também aumento da cor amarela apdés periodo de 21 dias devido a
degradacdo das antocianinas e formagdo de outros compostos. A adicdo de acido
tanico provocou a diminuig&o nas diferengas de cor dos iogurtes com EB e EPP apods
21 dias a 8°C. O extrato bruto se mostrou um corante em potencial por ndo provocar
perda de coloragao perceptivel visualmente e ndo alterar a aparéncia do iogurte apds o
periodo de exposi¢do, como aconteceu com a adigéo de EPP.
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SUMMARY

Pomace from grape variety Seibel 2 was used in this work, pomace being a
primary by-product of wine production. The anthocyanin concentration in the grape
pomace and in the fresh fruit was determined by a spectrophotometric method, resulting

in 112.72 mg/100 g in the pomace, free of seeds and 500.50 mg/100 g in the skins,
respectively.

Chemical, spectrophotometric and chromatographic analyses, including high
performance liquid chromatography (HPLC), showed thirteen anthocyanins: the major
pigment was identified as malvidin-3-arabinoside, and the second major, as petunidin-3-
arabinoside.

The efficiency of the solvents, none of them methanolic, was studied in the
extraction of anthocyanins from Seibel 2 grape pomace. 50% ethanol, acidified with
citric acid, the best extractive solution, was used to extract the pomace anthocyanins on
a large scale. This extract was concentrated by reverse osmosis (RO) and analyzed by

HPLC before and after the concentration process.

The crude pomace extract was purified by paper chromatography with 1% HCI,
resulting in a partially purified extract that did not contain non-anthocyanic flavonoids, as
determined by HPLC.

The stability of the crude (CE) and partially purified (PPC) pomace extracts in
citrate-phosphate buffer at pH 2.2, 3.0, and 4.0 was studied under exposure to light at
23°C and at 50°C in the dark. Anthocyanin degradation was measured by
spectrophotometry and HPLC. The copigmentation study was performed with tannic acid
at concentration of 600mg/100mL under the same experimental conditions.

HPLC analyses were more adequate to study anthocyanin stability and
stabilization, permitting one to measure the decomposition of each identified pigment,

without interference by the degradation products. The HPLC results indicated that CE
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and PPE were more stable at pH 2.2 than at 3.0 and the most unfavorable pH

being 4.0. Non-anthocyanic flavonoids promoted stability to CE in the light and
temperature exposure experiments.

It was shown that 600 mg/100 mL tannic acid in the presence of light at 23° C and
in the dark at 50° C promoted hyperchromic and batochromic effects in the CE and PPE
solutions, the effect being more intense at pH 4.0. Copigment addition enhanced the
light and temperature stability at pH 2.2, increasing the half-life of the CE and PPE
solutions. This effect was not observed at pH 4.0.

The stability and stabilization study of CE and PPE in yogurt was performed using
CIELAB and CIELCH color scale measurements, showing decreases in lightness and
redness and increase in yellowness after 21 days at 8°C. Copigment addition decreased
the color differences in CE and PPE yogurts after 21 days at 8°C. On the basis of the
colorimetric study, CE can be considered as a potential colorant, because it did not
promote a visually observable color loss or changes in the yogurt appearance after the

exposure period, changes which were observed when PPE was added.
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1.INTRODUGAO

Corantes artificiais e extratos de plantas tém sido usados ha séculos para
melhorar a aparéncia ou mesmo para permitir a falsificagdo de alimentos e bebidas,
especialmente vinhos.

Essa pratica foi em muitos casos extremamente perigosa a saude, pois eram
empregados compostos de chumbo, arsénico, mercurio ou cobre como corantes
(WALFORD, 1980). A partir do desenvolvimento de métodos de sintese para corantes
no século XIX, especialmente na Inglaterra e Alemanha, os produtos altamente toxicos
antes usados foram sendo substituidos pelos corantes sintéticos em namero elevado e
sem restricdes imediatas.

Gradativamente, com o avango das técnicas analiticas, da toxicologia e das
pesquisas farmacologicas, foram constatadas as propriedades toxicas desses
compostos e das impurezas residuais que acompanhavam os mesmos. Desta forma,
um numero elevado desses corantes foi proibido (WALFORD, 1980).

Atualmente, no Brasil, apenas oito corantes sintéticos sdo ainda permitidos
(Resolugcado 04/88 CNS/MS, 1988), mas com o avanco dos métodos de controle,
possivelmente esse numero devera diminuir, especialmente entre os corantes
vermelhos. Deve ser lembrado que em alguns paises europeus, 0s corantes sintéticos

néo podem mais ser usados.

Existe, atualmente, intensa procura por parte de industrias de alimentos e
farmacéutica de substitutos naturais para os pigmentos sintéticos, tanto os
hidrossoluveis como os lipossoluveis. Além dos possiveis problemas toxicoldgicos
relacionados aos corantes sintéticos, ha uma grande demanda por produtos
considerados “naturais” por parte dos consumidores. Entre os hidrossolaveis, as
antocianinas seriam os pigmentos naturais de escolha (FRANCIS, 1982), especialmente
entre os corantes vermelhos, para uso em alimentos como também em produtos

farmacéuticos, ja que ndo se conhecem efeitos toxicos causados por sua ingestdo. As
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antocianinas apresentam dois problemas importantes e que necessitam de melhor
estudo: a falta de fontes economicamente vidveis e baixa estabilidade a luz e pH (MOK
e HETTIARCHACHI, 1991, SHI ef al., 1992).

Das antocianinas, alguns extratos de plantas tém sido usados, mas O usO e
limitado tanto pela sua instabilidade como pelo seu prego (FRANCIS, 1982). O corante
antocianico de maior uso é a enocianina, corante obtido da uva, empregado com certa
frequéncia devido & sua cor vermelha-purpura, pois oferece como vantagem O seu

baixo custo pelo fato de sua matéria-prima ser constituida de subprodutos industriais.

Mesmo ainda ndo sendo disponivel um corante natural com as mesmas
vantagens tecnoldgicas e econdomicas dos sintéticos (ASKAR, 1999), ha uma crescente
preferéncia pelos corantes obtidos de fontes naturais devido aos seus valores nutritivos
e benéficos para a satde que, de acordo com FRANCIS (1989) se reflete no crescente
numero de patentes de processos de producdo de corantes naturais requeridas nos

ultimos anos.

No caso das antocianinas e outros polifendis, eles tém sido procurados em
alimentos e bebidas devido & comprovada atividade antioxidante (PALOMINO et al.,
2000 TEISSEDRE et al., 1996; MEYER et al., 1997). De acordo com STANTON (1999),
ha uma tendéncia mundial em incluir vinhos na dieta, especialmente os tintos, bem
como outras bebidas ndo alcodlicas com conota¢do saudavel, portanto a procura por
alimentos e bebidas coloridas com antocianinas certamente acompanhara essa

tendéncia.

O presente trabalho tém como objetivos a obtengéo de extrato antocianico de
fonte economicamente vidavel e o estudo de sua estabilidade e estabilizacdo em

diferentes pH e temperaturas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Estrutura quimica das antocianinas

As antocianinas sdo corantes naturais pertencentes ao grupo dos flavondides,
fenilpropandides amplamente disseminados na natureza. Como todos os outros
flavondides, as antocianinas possuem um esqueleto basico do tipo C3CsCs € a mesma
origem biossintética, mas diferem dos demais por apresentarem coloragao intensa, um
maior grau de oxidagdo (HARBONE 1967) e por serem glicosiladas. As antocianidinas

livres s3o raramente encontradas na natureza devido a sua grande instabilidade.

A molécula de antocianina contém o on flavilium ou 2-fenilbenzopirilium (Figura
1) e um agucar e pode conter um acido alifatico ou aromético. A antocianina, apos

perda de um aguicar por hidrélise acida, é chamada de antocianidina ou aglicona.

As diferencas entre as antocianinas sao: o numero de hidroxilas na molécula; o
grau de metilagéo destes grupos; a natureza, a posi¢do e o numero de agucares ligados
na molécula e a natureza e o numero de acidos alifaticos ou aromaticos ligados no

acucar.

As antocianidinas estdo apresentadas na Tabela 1, sendo que as mais
freqlientes na natureza sao perlagonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e

malvidina.

Os acUcares mais encontrados nas antocianinas sao glucose, ramnose,
galactose e arabinose (MAZZA & MINIATI, 1993). Estes agucares ocorrem COmMO
monoglicosideos, diglicosideos e triglicosideos substituidos diretamente na aglicona
nas posi¢oes 3, 5 e 7. Se apenas um actcar esta presente na molécula, ele esta
sempre ligado na posigdo 3 e se um segundo agucar estiver presente, sua posi¢ao
pode ser 5 ou 7. Ja foram descritas antocianinas com agucares nas raras posigdes 3', 4
e 5' do anel B (HARBONE & WILLIAMS, 1995, 1998).



Figura 1: Cation flavilium ou 2-fenil benzopirilium, onde R e R sdo H, OH ou OCHz; Rs
€ um glicosil ou H e R4 é OH ou glicosil.

Tabela 1: Antocianidinas que ocorrem na natureza (MAZZA & MINIATI, 1993).

Nome C3 €5 C6 C7 C3 C4 C5 Cor
Apigenidina H OH H OH H OH H L
Aurantinidina OH OH OH OH H OH H L
Capensinidina OH OMe H OH OMe OH OMe VA
Cianidina® OH OH H OH OH OH H VL
Delfinidina® OH  OH H OH OH OH OH VA
Europinidina OH OMe H OH OMe OH OH VA
Hirsutidina OH OH H OMe OMe OH OMe VA
6-hidroxicianidina OH OH OH OH OH H

Luteolinidina H OH H OH OH OH H L
Malvidina® OH OH H OH OMe OMe OMe VA
5-metilcianidina OH OMe H OH OH H VL
Pelargonidina® OH OH H OH H OH H L
Peonidina® OH OH H OH OMe OH H VL
Petunidina® OH OH H OH OMe OH OH VA
Pulchelidina OH OMe H OH OH OH OH VA
Rosinidina OH OH H OMe OMe OH H \
Tricetinidina H OH H OH OH OH OH Y

° L, laranja; V, vermelho; VL, vermelho alaranjado e VA, vermelho azulado; ®,

agliconas das antocianinas encontradas em alimentos.



Ja foram relatados pigmentos com mais de trés unidades de aclcares, como a
antocianina conhecida como “heavenly blue’ presente nas pétalas de Ipomea tricolor
(GOTO, 1987). Quando o numero de agucares € maior que trés, eles podem estar
ligados na antocianidina através de ligacbes alternadas entre o acgucar e o acido
organico (FRANCIS, 1989).

Os 4acidos aromaticos mais encontrados nas antocianinas sac 0 cumarico,
cafeico, ferulico e p-hidroxibenzoico e os alifaticos sdo sinapico, malénico, acético,
succinico, oxalico, e malico. Os acidos aromaticos sempre foram descritos na literatura
por serem facilmente detectados espectroscopicamente e por possuirem uma ligagéo
relativamente estavel a extracdo com metanol acidificado com acido cloridrico, portanto
eles ndo sdo hidrolisados durante a extragcdo. Ja os &cidos alifaticos sdo mais
disseminados do que inicialmente descrito pelo fato de possuirem ligagcdes mais labeis
ao acido cloridrico diluido (FRANCIS, 1989).

Os grupos metoxilas podem estar presentes nas posi¢des 3' e 5' e, com menor
frequiéncia, nas posi¢ées 7 e 5. Nenhuma antocianina natural foi encontrada em que as
trés hidroxilas das posicoes 5, 7 e 4’ fossem substituidas ao mesmo tempo, seja por
metilas ou actcares, pois um destes grupos hidroxilas livre € essencial para a formac&o
da base quinoidal (BAYER ef al,, 1970; SCHEFFELDT & HRAZDINA, 1978). Essa
forma colorida é responsavel pela pigmentacdo de muitas flores e frutos e na sua
formacéo, ha a perda de um hidrogénio de uma hidroxila acidica que e faciimente
retirado, mesmo por bases fracas (BROUILLARD, 1982).



2.2. Estabilidade das antocianinas

A cor de uma solucdo antocianica, bem como sua estabilidade dependem
principalmente de fatores como estrutura e concentracéo da antocianina, pH, presencga
de copigmentos, ions metalicos, temperatura, enzimas, oxigénio, acido ascorbico,

agucares e seus produtos de degradacéo e SO,.
2.2.1.Estrutura quimica

Todas as substituicdes presentes no ion flavilium, grupos hidroxila, metoxila,
acucares e agucares acilados, tém efeito marcante na intensidade da cor e na
estabilidade destes pigmentos (HARBONE, 1967).

As antocianidinas s&o mais instaveis e menos sollveis em solugdo aquosa que
as antocianinas e por esse motivo foi sugerido que a glicosilacdo confere solubilidade e
estabilidade ao pigmento (TIMBERLAKE & BRIDLE, 1966; HARBONE, 1979). Enquanto
o tempo de meia vida da cianidina-3-rutinosideo em pH 2,8 & temperatura ambiente é
de 65 dias, o da aglicona cianidina é de apenas 12 h nas mesmas condicdes
(IACOBUCCI & SWEENEY, 1983). A malvidina-3,5-diglucosideo e a peonidina-3,5-
diglucosideo s&o relativamente mais estaveis do gque seus correspondentes 3-
glucosideos (MAZZA & MINIATI, 1993). BRONNUM-HANSEN & FLINK (1985)
verificaram que os diglicosideos presentes em corante liofilizado obtido de “elderberry”
apresentaram maior estabilidade durante o armazenamento em diferentes condicdes de
temperatura e atividade de agua.

A glicosilagdo ndo s6 aumenta a estabilidade do pigmento, como também
influencia na intensidade da cor. Para um mesmo pH, as antocianidinas 3-glicosideos
sdo mais coloridas e possuem comprimento de onda de absorgdo maxima no visivel
aproximadamente 5 nm maior em comparagdo com as 3 5-diglicosideos e 5-
glicosideos, dependendo do solvente (MAZZA & MINIATI, 1993). Foi verificado que as
3.5-(di) e 5- glucosideos possuem 50% de absorgdo a menos que as 3-glucosideos a

440 nm (comparando-se no comprimento de onda maximo) (HARBONE, 1958;



TIMBERLAKE & BRIDLE, 1977). Essas caracteristicas s&o utilizadas para a
identificac@o dos pigmentos por métodos espectrofotométricos (HARBONE, 1958).

Com o aumento do nimero de hidroxilas no anel B, a absorgéo maxima de luz no
visivel & deslocada para comprimentos de onda com cerca de 10 nm maiores e a cor
muda do vermelho para o azul. A presenga de grupos metoxilas no lugar destas
hidroxilas reverte esta tendéncia (MAZZA & MINIATI, 1993). De acordo com
IACOBUCCI & SWEENEY, (1983), a presenca de hidroxilas na posicdo 4’ ou 7 tende a
estabilizar a antocianina, enquanto a metilagdo destes grupos —OH a desestabiliza
(Tabela 2). Contrariamente, FURTADO et al. (1993) verificaram que a presenca de

metoxilas aumenta a estabilidade da antocianina a luz e a temperatura.

Antocianinas com dois ou mais &acidos aromaticos possuem uma grande
estabilidade em uma ampla faixa de pHs, de acidos a neutros. Os acidos aromaticos
possivelmente interagem com o sistema de ligagdes n do anel pirilium da antocianina,
protegendo a molécula de ataques nucleofilicos da agua (FIGUEIREDO et al.,1999). A
platiconina (Figura 2a) € uma antocianina extraida da flor de Platicondo grandiflorum e
possui uma longa cadeia glucosilcafeilglucosilcafeilglucosideo na posi¢éo 7 e possui
uma notavel estabilidade em varios pH (GOTO et al., 1983). HOSHINO et al. (1980)
afirmou que as antocianinas monoaciladas nao mostram grande estabilidade, pais
apenas um lado do anel flavilium estaria protegido e o outro ficaria suscetivel ac ataque
da agua. FOSSEN et al. (1998) mostrou que a petanina (Figura 2b) extraida de
Solanum tuberosum var. Congo, com apenas um acido aromatico, se mostrou mais

estavel que cianidina-3-glucosideo nas mesmas condicdes, de pH 1,0 a 9,0.
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Figura 2: Estrutura da platiconina (A) (FOSSEN et al. 1998) e petanina (B) (GOTO,
1987).



Tabela 2: Efeito da estrutura na estabilidade de pigmentos a 25° C em &cido citrico

0,01M, pH 2,8.

Compostos , W ty?
(nm) (dias)

3-hidroxi-4’-5,5’, 7’-tetrametometoxiflavilium 512 0,04
3,4’ 5,5 7-pentahidroxiflavilium 512 5
3,4’ 5,5 7-pentametoxiflavilium 512 6
3-rutinose-4’ 5,5’ 7-tetrametoxiflavilium 512 13
3-rutinose-4’,5,5' 7-tetrahidroxiflavilium 512 65
4’ 5,5’ 7Ttetrametoxiflavilium 488 170
4’5, 7-trihidroxiflavilium 547 400
4’ 7-dihidroxiflavilium 458 400
4’-hidroxiflavilium 436 400
4’-metoxiflavilium 437 35
7-hidroxiflavilium 428 300
7-metoxiflavilium _ a2, B

? tempo de meia-vida. (IACOBUCCI & SWEENEY, 1983)
222 pH

Solugbes de antocianinas apresentam coloragéo vermelha intensa em valores de
pH abaixo de 3,0 que tende a desaparecer entre pH 4,0 e 5,0. Proximo de pH neutro ou
alcalino, as antocianinas apresentam coloragdo azulada e com o tempo, tornam-se

amareladas.

Em solugdes acidas ou neutras, quatro espécies de antocianinas existem em
equilibrio: base quinoidal ou anidrobase (A e A); cation flavilium (AH"); pseudobase,
carbinol ou hemiacetal B e chalcona C (Figura 3), sendo as duas primeiras formas
coloridas e as outras duas, incolores (BROUILLARD, 1982).
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Figura 3: Transformagdes estruturais de antocianinas em meio aquoso.
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A interconvers@o entre as quatro formas antocianicas estd representada no
Esquema 1, onde Ka, Kh e Kt sdo constantes de equilibrio acido-base, de hidratacéo e
de tautomerismo cadeia-anel, respectivamente, e ay. € a atividade do ion hidrénium
(pH= log an+).

Esquema 1

+ +
AH" o A+H Ka= ([A]/ [AH"] ). @n-
AH'+H,0 <—= B+H' Kh= ([B] / {AH']) . an-
B 22 C Kt= [C] / [B]

Em pH menores ou proximos a 2,0, a antocianina existe na forma de catian
flavilium AH" vermelho. O cation flavilium possui a carga positiva deslocalizada por todo
o sistema heteroaromatico, sendo que a maior carga parcial positiva se encontra nos
carbonos 2 e 4 e sdo nestas posicbes que ocorrem preferenciaimente os ataques
nucleofilicos. Com o aumento do pH, ha uma rapida perda de um proton formando base
quinoidal A azul, que pode perder um segundo proton formando A™ e simultaneamente,
ocorre a reacao de hidratac@o do cation flavilium, resultando no hemiacetal B sem cor.
Esta forma estda em equilibrio com a E-chaicona (Cg) que é incolor ou amarelada
(BROUILLARD & LANG, 1990).

As gquantidades relativas das quatro formas em equilibrio variam com o pH e com
a estrutura das antocianinas (Figuras 4 e 5). Para a malvidina 3-glucosideo e cianidina
3,5-diglucosideo, em pH menor que 0,5, o cétion AH" é a Unica estrutura presente na
solugdo. Com o aumento do pH, sua concentra¢do diminui a medida que a pseudobase
B é formada através de reagdo de hidratacdo de AH"; neste ponto, o equilibrio é
caracterizado por pKh 2,6 para a malvidina 3-glucosideo e 2,23 para a cianidina-3,5-

diglucosideo, onde as formas AH™ e B existem na mesma concentragédo. Nestes pH, ha

1"



pequenas quantidades de base quinoidal (A) e chalconas (C) e as propor¢cdes destas e
do hemiacetal aumentam com o aumento do pH. Entre pH 4,0 e 5,5, a solugédo tem
coloragéo fraca devido a baixa quantidade de formas AH" e A presentes na solugéo.
Acima de pH 5,5, a unica forma colorida presente € a base quinoidal presente em baixa
concentragdo, portanto, a malvidina-3-glucosideo e a cianidina-3,5-diglucosideo néo
conferem muita cor entre pH 4 e 6 (BROUILLARD, 1982; MAZZA & BROUILLARD,
1987).

CHEMINAT & BROUILLARD (1986) verificaram por ressonancia magnética de
hidrogénio a presenca de sete estruturas diferentes para a malvidina 3-o0-(B-D-
glucosideo), antocianina comumente encontrada na uva, em solugdes levemente
acidas: cation flavilium (AH"), trés tautbmeros prototrépicos da base quinoidal A (As, A7
e A4) em equilibrio, dois epimeros da pseudaobase B, (ndo houve evidéncia de By) e as
chalconas Ze E.

BROUILLARD (1982) demonstrou que com o aquecimento da solugdo de
antocianina, o equilibrio do sistema é direcionado para a formagdo de chalcona,
resultando no decréscimo de formas coloridas. Com o resfriamento e acidificacéo, a
base quinoidal e carbinol sdo rapidamente transformados em cétion flavilium, mas a

volta da chalcona para estas formas é relativamente lenta.

O pH é um fator que pode influenciar na estabilidade das antocianinas.
WESCHE-EBELING et al. (1996) estudaram a influéncia do pH na estabilidade das
antocianinas de ameixa e verificaram, apos 90 dias de armazenamento, que estas eram
mais estaveis na geléia preparadas com pH 2,95 (retencdo de 77% das antocianinas)
do que em pH 3,45 e 3,95 (retencdo de 29 e 8%, respectivamente).

Apesar dos mecanismos de degradagao ndo estarem completamente elucidados,
sabe-se que o pH tem efeito importante e que com o seu aumento, a estabilidade das
antocianinas € diminuida. Aumentando-se o pH, o equilibrio € deslocado no sentido de
formacéo de chalcona, que €& o produto intermediario na degradacdo térmica e

fotoquimica das antocianinas; por exemplo, a chalcona da malvidina 3-glucosideo &
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clivada formando &acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzdico, 2 4 6-trihidroxibenzaldeido e
acido 2,4,6-trihidroxibenzéico (FURTADO ef al., 1993).

0.50

Figura 4: Distribuigdo do equilibrio de AH*, A B e C em funcdo do pH a 25° C para a
malvidina 3-glicosideo (MAZZA & BROUILLARD, 1987).

Figura 5: Distribuico do equilibrio de AH", A, B e C em fungédo do pH para a cianidina
3,5-diglicosideo (MAZZA & BROUILLARD, 1987).
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2.2.3. Copigmentacao

De acordo com OSAWA (1982), considerando-se as coloragdes das antocianinas
puras em fungdo do pH, percebe-se que somente as diferengas entre os substituintes
na molécula n&o explicam satisfatoriamente a enorme variedade de cores associadas a
presenca destes pigmentos em tecidos vegetais. Estes fatores também n&o explicam
como a mesma antocianina pode resultar em cores diferentes na natureza (SAITO,
1967); que antocianinas distintas podem manifestar a mesma coloragdo nas diferentes
plantas e a perda de sua coloragéo intensa no tecido vegetal quando a antocianina é
colocada em solu¢cdo com o mesmo pH do vacuolo celular (ASEN, 1976; TIMBERLAKE
& BRIDLE, 1975).

Um dos efeitos que explica a grande variedade de cores das antocianinas é a
copigmentagdo, fendmeno no qual a presenga de outros compostos provoca
deslocamento batocrémico e aumento da absorcdo da luz no visivel sob condigdes
especificas (ASEN et al., 1972).

Quando a intensificagdo da cor ocorre devido a presenca de copigmentos como
flavondides, polifendis, alcaldides, aminoacidos e &cidos organicos, o fendmeno é
conhecido como copigmentagdo intermolecular. Pode ocorrer um outro tipo conhecido
como copigmentacao intramolecular, onde a cor € estabilizada pela presenga de dois
ou mais grupos acil aromaticos ligados a molécula de antocianina (MAZZA &
MINIATI, 1993).

O processo de copigmentagdo, por muito tempo, tem sido entendido como
formacdo de um complexo por pontes de hidrogénio entre as antocianinas e o
copigmento, ocorrendo um empilhamento horizontal (BAYER et a/., 1966; TIMBERLAKE
& BRIDLE, 1975). Atualmente, a tecria mais aceita € a proposta por GOTO et al. (1979),
a qual diz que ocorre empilhamento vertical das moléculas de pigmento e copigmento
através de interacdes hidrofébicas entre os nucleos aromaticos (SWEENEY et a/., 1981;
BROUILLARD, 1983; GOTO, 1987; GOTO & KONDO, 1991) (Figura 6).
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Essa interacdo hidrofébica ocorre entre as formas antociénicas coloridas (ion
flavilium e base quinoidal) e o copigmento (BROUILLARD et al., 1989). Quando o
copigmento nao esta presente, o cation flavilium é fortemente solvatado e o ataque
nucleofilico no carbono 2 leva a reacéo de hidratagdo com a formacdo da pseudobase
(incolor). O empilhamento vertical do copigmento com o cation flavilium produz uma
dessolvatagéo, deixando o cation menos vulneravel ao ataque nucleofilico das
moléculas de agua. (DANGLES & BROUILLARD, 1992a).

Figura 6: Modelo de copigmentac&o por interagéo hidrofébica (GOTO, 1987).

A copigmentacdo pode ser influenciada pelo pH, tipo e concentragcao da
antocianina, tipo e concentracdo do copigmento, temperatura e solvente (OSAWA,
1982; MAZZA & MINIATI, 1993; GOTO, 1987).

O pH é um dos fatores mais importantes na copigmentagéo, sendo que esta
pode ocorrer de pH 1,0 até préximo de neutro (ASEN et al, 1970; WILLIANS &
HRAZDINA, 1979).

STEWART et al. (1975) estabeleceram que a pH maior que 3,0, as formas mais

abundantes de antocianinas s&o as incolores com resquicios de formas coloridas,
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semelhante ao que ocorre nos vacuolos celulares das pétalas de flores, onde o pH
pode variar entre 2,5 e 7,0. A presenga do complexo antocianina/copigmento desloca o
equilibrio no sentido de formacéo de formas coloridas (BROUILLARD et al., 1990). Em
1989, BROUILLARD et al. constataram que € uma vantagem, em relagéo a coloragéo, a
presenca de formas incolores de malvidina 3,5-diglucosideo (malvina), pois o
copigmento promove a recuperagao inteira ou de parte da cor e a obteng&do de novas

tonalidades.

DANGLES & BROUILLARD (1992a) verificaram que em solugdes com pH menor
que 1,0, na auséncia de acido clorogénico, o cation flavilium da malvina € a unica forma
presente em quantidades mensuraveis. Adicionando-se &cido clorogénico, um
copigmento, a estas solugdes, ocorre deslocamento batocrémico € um pequeno efeito
hipocrémico na regido do visivel provavelmente pelo fato do coeficiente de absorgcido
molar do complexo antocianina/copigmento ser um pouco menor que o do cation
flavilium livre. Em pH 3,5, a reacdo de hidratacdo prevalece e as formas incolores sdo
abundantes, portanto, sem o copigmento, estas solugbes sdo fracamente coloridas.
Neste pH, a formagdo do complexo entre o acido clorogénico e as formas coloridas AH"
e A, desloca o equilibrio da reacao de hidratagdo em direcdo ao cation flavilium. Esse

deslocamento a favor das formas coloridas leva a um pronunciado efeito hipercromico.

MAZZA & BROUILLARD (1990) demonstraram ser o pH 3,6 o mais efetivo para a
copigmentagdo de cianina (cianidina 3,5-diglucosideo) e malvina (malvidina 3,5-
diglucosideo) com 4&cido clorogénico. Neste pH, malvina e cianina existem
essencialmente nas formas incolores carbinol e E-chalcona Cg, ha ainda uma pequena
quantidade de base quinoidal e tragos de Z-chalcona. Esses autores verificaram que a
copigmentacao € observada de pH 2,0 a neutro, o que indica que o acido clorogénico
estabiliza AH" e A, dependendo do pH.

Os mesmos autores observaram que sob as mesmas condigbes de pH,
concentragdo de pigmento e copigmento, temperatura, forga idnica e solvente, o efeito

de copigmentacao aumenta com o grau de metoxilacdo e glicosilagdo da antocianina.
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MAZZA & BROUILLARD (1990) obtiveram um aumento da absorvancia no visivel de
4,2 vezes para a malvina, 2,6 vezes para a cianina, 2,5 vezes para a malvidina 3-
glucosideo e um deslocamento batocréomico de 12,8, 16,8 e 15,2 nm, respectivamente,
nas mesmas condig¢oes (razdo molar copigmento/pigmento igual a 40, concentragdo do
pigmento de 2,58 x 10 M, pH 3,65, temperatura a 20°C).Esses resultados estdo de
acordo com os obtidos por SCHEFFELDT & HRAZDINA (1978) que demonstraram que
a coloragdo da malvina € aumentada 10 vezes e que a da malvidina 3-glucosideo |,

apenas 1,5 vezes com a adigao de rutina nas mesmas condigdes.

MAZZA & BROUILLARD (1990) sugeriram que o efeito da copigmentagdo ocorre
em paralelo a reacéo de hidratacéo, quanto maior a extensdo da reagéo de hidratacéo,
maior a possibilidade de recupera¢do da cor por copigmentagao.

MINIATTI et al. (1992) encontraram que a ordem crescente do aumento do efeito
de copigmentacédo foi, de maneira geral, pelargonina, malvina e por ultimo, cianina. A
pelargonina € menos metoxilada, mas, nas mesmas concentragcdes e pH, ela tem
absorvancia menor que a malvina e cianina, o que indica a existéncia de mais formas

incolores.

A concentragdo de antocianinas € um fator limitante na copigmentacdo. Foi
encontrado que a cianidina 3-glucosideo n&o copigmenta em concentracdo menor que
3,5 x 10° M. Para flores muito coloridas, a concentracdo de antocianinas nas células
epidérmicas deve ser 10 ou maior ainda (ASEN et al., 1971, 1972; ASEN, 1976).

0O aumento da concentrag@o de antocianina provoca um aumento na intensidade
da cor em pH, temperatura e concentragdo de copigmento constantes, mas a extensao
do aumento de cor varia com a estrutura da antocianina e com a razdo molar
copigmento/ pigmento (MAZZA & BROUILLARD, 1990). Para a maioria das
antocianinas e copigmentos, hd uma razao molar étima de pigmento/copigmento na
qual a intensidade e estabilidade da cor sdo maximizadas (MAZZA & BROUILLARD,
1987).
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HOSHINO et al. (1980) encontraram que antocianinas que contém um grupo acil
aromatico formam complexos muito mais estaveis com glucosilflavona que antocianinas

nao aciladas.

BARANAC et al. (1996, 1997a, 1997b, 1997¢c) demonstraram que mudangas na
estrutura do copigmento podem alterar a intensidade da cor da solugdo antocianica.
Nas mesmas condi¢des (razdo molar 1:2 de malvina e copigmento, pH 3,65), a rutina
provocou um deslocamento de 24 nm e um acréscimo de 0,93 na absorvancia; morina
hidratada , 7 nm e 0,2 e a apigenidina-7-glucosideo, 24 nm e 0,34. A quercetina
provocou um deslocamento batocrémico de 12 nm e aumento na absorvancia de 0,2,
mas com razdo molar de 1:1 e pH 3,65, pois aumentando-se a razdo molar, ocorre a
precipitagdo deste copigmento. A rutina e a apigenina, que se mostraram copigmentos
mais eficazes, possuem estruturas glicosiladas. A rutina possui glucose e ramnose no
carbono 3 e a apigenina possui glucose no carbono 7 e uma hidroxila a menos que a
rutina. Os autores sugeriram que a existéncia de agucar na estrutura causa melhor
deslocalizacdo dos elétrons =, diminuindo a energia no estado de transi¢&do e portanto,

aumentando o deslocamento batocrémico.

A insaturagdo no carbono 2 e 3 no anel heterociclico do copigmento € importante
para a formacdo do complexo, mas ela ndo € imprescindivel, pois as flavanonas nao
possuem insaturacGes nestas posigoes e formam complexos estaveis, sugerindo que
forcas eletrostaticas e efeitos estéricos estdo adicionalmente envolvidos na
copigmentacdo (CHEN & HRAZDINA, 1981).

O aumento da temperatura em solugdes levemente acidas de antocianinas na
presenca de copigmento leva a um efeito hipocrémico e hipsocrémico (BARANAC et al.,
1996, 1997a, 1997c), pois a interagdo pigmento-copigmento € exotérmica e o0 aumento
da temperatura tende a dissociar o complexo e, portanto, ha a produgdo de mais formas
coloridas que sdo convertidas em espécies incolores (DANGLES & BROUILLARD,
1992b).
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O efeito do copigmento diminui com o aumento da concentragdo de metanol qu
etanol nas mesmas condi¢cées (MAZZA & BROUILLARD, 1990). O fenémeno de
copigmentacao esta muito relacionado as transformagdes quimicas em fungdo do pH
em meio aquoso (transferéncia de préton e formacao de hemiacetal). Adicionando-se
solventes como metanol ou etanol em solugdo antocianica, o espectro do pigmento nao
& muito alterado, mas na presenca de copigmento, seu efeito hipercromico € diminuido
(MAZZA & BROUILLARD, 1990; DANGLES & BROUILLARD, 1992b). Na auséncia de
agua, a copigmentacdo provavelmente nao existiria. Uma propriedade fisico-quimica
muito importante da agua é a constante dielétrica (g), cujo valor alto se deve a sua
estrutura. Diminuindo-se € com a adigdo de metanol, etanol, sal idnico ou aumento da
temperatura, o efeito da copigmentagéo diminui. Foi proposto que o fator que governa a
associagao molecular entre cation e copigmento € a estrutura unica da agua no estado
liquido (DANGLES & BROUILLARD, 1992b).

A copigmentagdo intramolecular € responsavel pela estabilidade das
antocianinas com dois ou mais grupos acil aromaticos. Essa estabilidade em soluctes
levemente acidas a neutras é atribuida a interagbes hidrofébicas entre o anel da
antocianidina e os dois acidos aromaticos. (BROUILLARD, 1981, 1983; GOTO et al.
1982, 1983). Esse possivel empilhamento “tipo sanduiche” (Figura 7) protegeria o
nucleo flavilium da reagéo de hidratagéo no carbono 2 , prevenindo o deslocamento do
equilibrio no sentido de formagao de formas incolores (BROUILLARD, 1881; DAVIES &
MAZZA, 1993; FIGUEIREDO et a/., 1999).

Algumas antocianinas que possuem essa caracteristica de copigmentagao
intramolecular sdo a gentiodelfina obtida da Gentiana makinoi (2 grupos cafeilglucose,
um em C-5 e outro em C-3’), platiconina isolada da Platycodon grandiflorum (longa
cadeia glucosil-cafeil-glucosil-cafeil-glucose em C-7) e a antocianina “heavenly blue”
(HBA) isolada das flores de Ipomea tricolor (cadeia ramificada na posicdo C-3 com 3
moléculas de acido glucosilcafeico e 2 unidades de glucose, uma na posigao “para” do

acido caféico e outro na posicdo “meta” do outro acido caféico).
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Essas antocianinas possuem coloragéo intensa produzida pelo pigmento em si,
sem a influéncia de ions metalicos e copigmentos (DANGLES & BROUILLARD, 1993).
BAUBLIS et al. (1994), em estudo de estabilidade de extrato de folhas de Tradescantia
pallida e de uvas, verificaram que o primeiro apresentava uma estabilidade maior
devido a presenca de antocianinas altamente aciladas sugerindo que a copigmentacao

intramolecular diminui a hidratagdo do flavilium formando pseudobase.

Figura 7: Copigmentacao intramolecular
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2.2.4. Auto-associacéo

Auto-associagdo € um fenémeno onde a intensidade da cor da antocianina
aumenta mais que linearmente com o aumento da concentragdo deste pigmento
(MAZZA & MINIATI, 1993). ASEN et al. (1972) observaram que em pH 3,16 a
absorvancia da cianina aumentou 300 vezes quando sua concentracdo foi aumentada
apenas 100 vezes.

SCHEFFELDT & HRAZDINA (1978) verificaram uma intensificacdo da cor de
solugGes muito diluidas com a adigéo de rutina, mas essa intensificacdo era reduzida
gradualmente com o aumento da concentrag@o de antocianina, o que indica que houve
auto-associagao levando a estabilizacdo do cation flavilium e indisponibilidade para a

copigmentagao.

HOSHINO & GOTO (1990, 1991) através de dicroismo circular e ressonancia
magnética nuclear, sugeriram que em pH entre 6 e 9, ocorre a associacdo das formas
neutras e negativas da base quinoidal. Mais recentemente, foi observada por
HOUBIERS et al. (1998), através de RMN, uma provavel associa¢do entre o cation
flavilium da malvidina-3-glucosideo e a Z-chalcona.

2.2.5. Temperatura

De acordo com BROUILLARD (1982), as transformagdes de base quinoidal para
cation flavilium, de cation flavilium para hemiacetal e de hemiacetal para chalcona sdo
reagbes endotérmicas e qualquer aumento na temperatura favorece a formacdo de
chalcona incolor com a diminui¢ao das outras formas. Assim, o conteuddo de chalcona
deve ser maior em temperaturas entre 60 e 80° C do que a temperatura ambiente.
Diminuindo-se a temperatura, ocorre um efeito oposto que favorece a formagéo de base
quinoidal (AH e A), mas essa diminuigdo da temperatura ndo é suficientemente boa
para estabilizar a base quinoidal, pois sua concentracao de equilibrio € muito pequena

para as antocianinas mais comuns a 25°C.
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Vdrios estudos reportam a degradag@o acelerada de antocianinas em sistemas
modelos e naturais pela temperatura de processamento e de estocagem
(DARAVINGAS & CAIN, 1965; HRAZDINA, 1970, 1974; ADAMS et al., 1973).
MARKAKIS et al. (1957) reportou essencialmente os mesmo resultados e sugeriu 0 uso
de processo HTST (“high temperature short time’) para uma melhor retencéo de

pigmentos.

DURARD et al. (1997), em estudo de estabilidade com solugbes de corantes
obtidos de fonte natural, verificou que solugdes em pH 3,0 e 4,0 expostas a 80° C,
produziam coloragdo marrom relacionada aocs compostos de degradacdo formados
durante a exposicdo. As reacdes de degradagdo das antocianinas ndo sdo totalmente
elucidadas, mas de acordo com FURTADO et al. (1993), com o aumento da
temperatura ou presenca de luz, a chalcona é clivada a diferentes compostos derivados
do acido benzoico, dependendo da antocianidina, e esses derivados d&éo origem a

outros compostos de coloragdo marrom.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.Amostra

A matéria-prima utilizada para a extragdo das antocianinas foi o residuo de
producéo de vinhos, conhecido como bagaco, proveniente de Valinhos-SP, o qual é
composto essencialmente de cascas de uva Seibel 2 e sementes.

3.2.Analise quantitativa das antocianinas do bagago

A analise quantitativa das antocianinas do bagag¢o de uva Seibel 2 foi realizada
de acordo com o método de FULEKI & FRANCIS (1968). Macerou-se 100,0 g de
residuo com aproximadamente 200 mL de uma mistura de etanol 95% e HCI 1,5 N
(85:15, viv) por um periodo de 16 h, a 5°C, em auséncia de luz. Essa mistura foi filtrada
em funil de vidro sinterizado n° 2 e o residuo foi lavado repetidamente com o etanol
acidificado até extragao completa das antocianinas e, as sementes nele presentes,
foram separadas e pesadas. A solucdo resultante foi elevada a um volume final de 1L e
diluida na proporgao 1:25 para se proceder a leitura da absorvancia maxima na regiao
visivel em espectrofotometro Beckman DU-70.

Essa analise foi feita em triplicata e para calculo de concentracdo utilizou-se a
equacao de FULEKI & FRANCIS (1968):

Ant. total (mg/100g de amostra) = fator de diluicdo x AbS. Amax

1%
E 1em
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3.3. Analise quantitativa das antocianinas da uva Seibel 2

Uvas Seibel 2 frescas foram lavadas com agua e secas com papel absorvente.
As cascas foram separadas e 50 g foram tomados para a analise quantitativa realizada
em triplicata segundo o método de FRANCIS (1982) ja descrito em 3.2.

A solugéo resultante, apés maceragéo com solucdo de etanol 95% e HCI 1,5 N
(85:15, viv) e filtragéo nas condigdes descritas em 3.2, foi elevada a volume final de 2 L
€, para leitura da absorvancia maxima, fez-se uma nova diluicdo na proporgéo 1:25. Os

calculos da concentragdo foram realizados de acordo com a equacéo citada em 3.2.
3.4. |dentificagdo das antocianinas do bagaco de uva Seibel 2
3.4.1. Extragdo das antocianinas

O bagaco de uva Seibel 2 foi submetido a extracdo com solugdo metandlica de
acido citrico 0,3% (pH 3,0) por 16 h a 5°C em auséncia de luz. A mistura foi filtrada e o
residuo foi novamente submetido a mais uma extracdo com metanol acidificado e
filtrado da forma j& descrita. Os extratos foram combinados e concentrados a vacuo, a
temperatura de 38 + 2°C até evaporacac total do metanol e teve seu perfil antocianico
determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Da mesma forma, foi
feita uma extracdo com as cascas de uvas Seibel 2 frescas e o extrato obtido foi
concentrado a vacuo e analisado por CLAE.

3.4.2. Separagéo e purificagdo das antocianinas

O extrato bruto do bagago concentrado foi cromatografado em papel Whatman
Chr 3 mm usando-se HCI 1% como fase mével. Foram obtidas duas zonas (bandas)
denominadas Z1 e Z2 que foram eluidas separadamente com metanol e concentradas a

vacuo a 38 + 2°C.

Z1 e Z2 foram recromatografadas em papel Whatman Chr 3 mm usando butanol,
acido acético glacial e agua, 6:1:2 (BAW) como sistema de solventes. Foram obtidos
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cinco zonas a partir de Z1 (Z1.1, Z1.2, Z13, Z1.4 e Z15) e duas a partir de Z2 (Z2.1 e Z22)

que foram eluidas separadamente com metanol e concentradas a vacuo a 38+2°C.
3.4.3.Anélise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

As antocianinas purificadas foram filtradas em membranas Shimadzu 0,45 ym x 4
mm e analisadas em cromatoégrafo Shimadzu com detector UV-VIS e coluna de fase
reversa C-18 (Shimadzu CLC-ODS (M), 250 x 4,6 mm com particulas de 5um)
precedida por coluna de guarda Shimadzu CLC-ODS.

A metodologia utilizada foi desenvolvida por GARCIA-VIGUERA et al. (1998)
com modificagbes. A fase mével utilizada foi solucdo aquosa de acido férmico 5%
(solvente A) e metanol (solvente B), previamente filtrados em membrana de nylon
Supelco 0,45 um x 47 mm. O gradiente de elui¢ao se iniciou com 15% chegando a 80%
de solvente B no tempo de 25 minutos, atingindo 100% de solvente B no intervalo de 25
a 30 minutos. A partir deste ponto, a eluigéo foi isocratica por 5 minutos. O fluxo da fase
mével foi 1mL/min, a temperatura da coluna foi mantida a 25°C e a deteccao foi

realizada no comprimento de onda de absorgdo maxima no visivel de cada antocianina.
3.4.4. Analise espectrofotométrica

Com os pigmentos puros Z 1.4 e Z 1.3, obtidos em maior quantidade por
cromatografia em papel com BAW, foi feita a medida do espectro de absor¢ao de 200 a
700 nm em solugéo de HCI 0,1% em metanol em espectrofotdmetro Beckman DU-70 e
os dados espectrais obtidos foram usados para calcular a relagcdo As/Amix vis da
mesma forma, foi feito um espectro de absor¢gao dos mesmos pigmentos apds adicdo
de solugdo metandlica de cloreto de aluminio 1%.

3.4.5. Analise quimica

3.4.5.1 Hidrolise acida total
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Em um tubo de ensaio, foi colocado 1mL do pigmento Z1.3 e foram 2 mL de
metanol e 2 mL de HCI 1,5 N. Essa solugdo foi deixada por 30 minutos em banho-maria
em ebulicdo. Decorrido o tempo de hidrélise, o tubo foi resfriado e nele foi adicionado
alcool amilico suficiente para a retirada da aglicona (FRANCIS, 1982). O mesmo

procedimento foi realizado com o pigmento Z1.4.

Com a fase aquosa concentrada proveniente de cada antocianina procedeu-se a
cromatografia em papel Whatman Chr 1 mm juntamente com solugbes padrées de
glucose, arabinose, xilose, galactose e manose. A fase mével usada foi acetato de etila
- piridina - agua (8:2:1) e a revelagdo do cromatograma foi feita com solugéo etandlica
de ftalato de p-anisidina 0,1M seguida de aquecimento (ZWEIG & SHERMA, 1986).

Com o pigmento Z1.3, foi feita analise da aglicona por cromatografia em papel
Whatman Chr 1 mm utilizando-se férmico (acido formico- acido cloridrico concentrado-
agua, 5:2:3) e forestal (acido acético glacial- acido cloridrico concentrado- agua,
30:3:10) como sistemas de solventes (FRANCIS, 1982) juntamente com padrbes de
petunidina (obtido de Petunia hybrida) e de delfinidina (obtido de Solanun melongena
L.,berinjela).

3.4.5.2.Hidrdlise acida controlada

Em um tubo de ensaio, dissolveu-se 2 mL do pigmento Z1.3 em 2 mL de metanol
e adicionou-se 2 mL de HCI 2N e essa solugdo foi aquecida em banho-maria em
ebulicdo. Foram retiradas aliquotas nos tempos O, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20, 32 e 60
minutos de reacdo. Estas aliquotas foram aplicadas em papéis Whatman Chr 1mm e os
cromatogramas foram desenvolvidos com BAW, AWH (acido acético glacial- agua-
acido cloridrico concentrado, 15:82:3) e HCI 1% (FRANCIS, 1982). O mesmo foi feito
com o pigmento Z1.4

3.4.5.3. Hidrdlise alcalina

Para a hidrélise alcalina, dissolveu-se 2 mL de cada pigmento em 2 mL de
metanol em tubo de ensaio com tampa rosqueavel, o tubo foi saturado com nitrogénio,
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foi adicionado 1mL de NaOH 2N e o tubo foi novamente saturado com nitrogénio; o
tubo tampado e lacrado com parafilme foi deixado em temperatura ambiente por 2 h em
auséncia de luz. Apés esse periodo, as solugdes foram acidificadas com 1 mL de HCI 2
N, filtradas e analisadas por CLAE de acordo com 3.4.3 para comparagéo do tempo de
retencao (FRANCIS, 1982).

3.4.5.4. Hidrdlise com peroxido

Para a hidrélise com peroxido, aproximadamente 1 mL de cada pigmento em
metanol em um tubo de ensaio foi adicionado de solugdo de peroxido a 3% até perda
da cor. Adicionou-se 1 mL de solucéo de amédnia, a mistura foi concentrada, aplicada
em papel Whatman 1 mm juntamente com os padrées de aglcares segundo
metodologia descrita em 3.4.5.1 (FRANCIS, 1982).

3.5. Avaliacdo da eficiéncia dos diferentes solventes

O bagaco da uva foi submetido a extragdo com quatro solventes diferentes livres
de metanol: (1) agua pH 3,0: (2) etanol 50% pH 3,0, (3) etanol 96° GL pH 3,0 e (4)
solucdo de bissulfito de sédio (1200 ppm de SO-) em etanol 96° GL.

A concentracdo de 1200 ppm de SO» na solugdo de bissulfito de sodio em etanol
foi determinada experimentalmente. Para isso, foram preparadas solugbes de bissulfito
de sodio com 400, 800, 1200, 1600 e 2000 ppm de SO,. Foram adicionados 25 mL de
cada solugdo a béqueres contendo 10 g de bagago de uva. Foi escolhido para solvente
extrator a solugao de menor concentracéo de SO, capaz de levar a perda total de cor

do residuo.

Com aproximadamente 400 mL de solvente extrator, 200 g de residuo foram
macerados por 16 h a 5°C em auséncia de luz e atmosfera de nitrogénio. Apds esse
periodo, a mistura foi centrifugada por 15 minutos a 3000 g, sendo que o precipitado foi
submetido a nova extracdo com 400 mL de solvente extrator e o sobrenadante da

centrifugacao foi armazenado a 5°C em auséncia de luz.
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Com a segunda extracdo procedeu-se da mesma forma que a primeira. O
precipitado foi reservado para separacdo das sementes, o sobrenadante, juntamente
com o proveniente da primeira extragdo foi filtrado a vacuo em funil de Buchner. A

solugéo filtrada foi elevada a volume final de 2 L com o préprio solvente extrator.

Cinco mililitros de cada extrato foram evaporados a vacuo a 38+2°C até
eliminacdo do solvente extrator e ressuspendidos em etanol 95% acidificado com HCI
1,5 N (85:15, viv) em baldo volumétrico de 25 mL (diluicdo 1:5).0s calculos de
concentragdo foram feitos de acordo com FULEKI & FRANCIS (1968) com o fim de se

comparar o poder extrator de cada solvente.

Cada extrato teve seu perfil de antocianinas determinado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) de acordo com metodologia descrita no item 3.4.3.
Antes de serem injetados no cromatografo, os extratos foram concentrados a vacuo a

38+ 2°C para evaporacao do alcool etilico e os residuos, ressuspendidos em agua.
3.6.Extracdo das antocianinas do bagaco

A extragdo das antocianinas do bagago de uva, utilizando-se etanol 50% a pH
3,0 (acidificado com acido citrico), o melhor solvente extrator, foi feita com trés lotes (1,
2 e 3) de 300 g de amostra. Cada lote de 300 g foi submetido a trés extracOes
consecutivas com aproximadamente 350 mL de etanol 50% pH 3,0 em cada uma delas,

por um periodo de 16 h a 5°C, em auséncia de luz.

A primeira extracdo do lote 2 foi feita com o extrato obtido da ultima extrag&o do
lote 1 e a primeira do lote 3 foi feita com o extrato obtido na ultima extragéo do lote 2,

substituindo-se os 350 mL de solvente utilizados nas demais extracdes.

Cada extrago foi seguida de filtragdo a vacuo em funil de Buchner e os filtrados
foram armazenados em vidro &mbar em atmosfera de nitrogénio a -10°C em auséncia
de luz. Ao final das trés etapas de extracao, a solugdo final foi analisada por CLAE.
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3.7.Concentracéo do extrato por osmose reversa

O extrato obtido no item 3.6, de volume final 4,0 L, foi concentrado por osmose
reversa (OR) precedido de pré-filtragem.

1° etapa: pré-filtragem

A pré-filtragem foi feita utilizando-se um sistema de dois cartuchos Polygard™

Millipore conectados em sequéncia.

2% etapa: osmose reversa

O processo de filtragdo por OR foi realizado com membrana Nanomax-50®

Millipore sob condi¢des expostas na Tabela 3.

O extrato obtido foi submetido a leitura da absorvancia maxima em

espectrofotdmetro e possiveis alteragdes foram determinadas por CLAE.

Tabela 3: Condi¢bes referentes ao processo de concentragao do extrato antocianico por

filtragao por osmose reversa.

Pressao de entrada 10 Kg/cm?
Press&o de saida 8 Kg/em?
Fluxo inicial 61 mL/min
Fluxo final 36 mL/min
Temperatura inicial 28°C
Temperatura final 30°C

3% etapa: evaporacdo a vacuo

O extrato concentrado por OR foi evaporado a vacuo a 38 + 2°C para eliminacédo
do etanol residual. Foi feita analise por CLAE do extrato final concentrado para
monitoramento de possivel alteragdo na proporcao de pigmentos apds o processo de

concentracéo por OR.
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3.8. Preparacao de extrato parcialmente purificado de bagago de uva Seibel 2

O extrato bruto de bagaco de uva Seibel 2 concentrado por osmose reversa foi
cromatografado em papel Whatman Chr 3 mm utilizando-se HCI 1% como fase movel e

tempo de corrida de 16 horas.

Apbés secagem dos cromatogramas em auséncia de luz, as bandas
correspondentes as antocianinas foram eluidas com metanol. Essa solugdo metandlica
foi concentrada a vacuo a temperatura de 38 + 2°C resultando no extrato parciaimente
purificado (EPP) que, assim como o extrato bruto (EB), foi utilizado para os
experimentos de estabilidade.

Os extratos bruto e parcialmente purificado foram analisados por CLAE a 278 e
536 nm para verificar a presenga de flavondides ndo antocianicos. Solugdes aquosas
de EB e EPP foram homogeneizadas em banho ultra-sénico por 30 s e filtradas em
filtros Shimadzu de 0,45 um x 4mm e procedeu-se a andlise por CLAE de acordo com o
item 3.4.3.

3.9. Estabilidade de extrato bruto e parcialmente purificado a luzem pH 2,2, 3,0 e 4,0

Foram preparadas solugdes de extrato bruto em tampdes citrato-fosfato a pH 2,2,
3,0 e 4,0 com absorvancia préxima de 1. Da mesma forma, o extrato parcialmente
purificado foi adicionado aos tampbes para obtencdo de solugdo antocianica com
absorvancia proxima a 1 em cada pH. Os tampdes foram previamente adicionados de
sorbato de potassio na concentragdo de 0,5% com a finalidade de se evitar crescimento
de microrganismos. As solugdes, quando necessario, tiveram o pH corrigido pela adigéo
de gotas de NaOH 1 N ou HCI 0,1N, foram filtradas a vacuo em funil de Hirsh e

deixadas em repouso por 30 minutos am auséncia de luz.

Em seguida, as solugcbes tiveram a absorvancia inicial (Ag) medida no
comprimento de onda de absor¢cdo maxima na regido do visivel (Amax vis) € foram

distribuidas em tubos de 14 x 100 mm com tampa rosqueavel e volume nominal de 10
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mL. Parte destas solugées de EB nos diferentes pH foi reservada para estabilizacao
com as diferentes concentragcdes de acido tanico.

Foram colocados trés tubos de cada solugéo em suporte posicionado a 10 cm de
distancia entre duas lampadas do tipo “luz do dia” de 40 W em sala livre de outra fonte
de luz a temperatura de 23 + 1°C. Trés tubos foram deixados como controle na mesma

sala em auséncia de luz.

A absorvancia de cada solugéo foi medida No Amax vis €M determinados intervalos

de tempo em espectrofotdmetro Beckman DU-70 até perda de aproximadamente 50%

da absorvancia inicial.

Aliquotas das solugdes de EB e EPP em cada pH foram retiradas nos tempos
inicial, intermediario (aproximadamente 25 % de perda de A) e final (aproximadamente

50% de perda de Ao) para analise por CLAE de acordo com a metodologia descrita em
3.4.3

3.10. Estabilizagéo do extrato bruto com diferentes concentracées de acido tanico em
pH22 30e4,0

Foram adicionados 10 mL de cada solugédo de extrato bruto nos pH 2,2, 3.0 e 4,0
(item 3.9) em tubos 14 x 100 mm com tampa rosqueavel com &cido tanico Merck
previamente pesado de modo a obter seis tubos de cada pH nas concentragdes de 100,
200, 300, 400, 600 e 1000 mg de acido tanico/100 mL de solucao.

As solugdes foram deixadas em auséncia da luz por 2 horas a 23° C. Apds esse
periodo, foi feita a leitura da absorvancia inicial das diferentes solugbes de EB bem
como as demais leituras em determinados intervalos de tempo No Amax vis de cada

solugao.
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3.11. Efeito do pH do solvente A (acido féormico 5 %) sobre as formas antocianicas

Foram preparadas solugdes de EB e EPP em tampéo pH 2,2, 3,0 e 4,0 e a cada
2 mL de solugéo, foram adicionados 2 mL de acido férmico 5%. A absorvancia e o pH
das solugbes foram medidos antes e 30 minutos apds a adicdo da solugdo de acido
férmico 5%.

3.12. Estabililizagdo com &cido tanico de extrato bruto e parcialmente purificado em pH
2,2, 3,0 e 4,0 na presenca de luz

Foram preparadas solugbes de EB e de EPP em tamp3o citrato-fosfato a pH 2,2,
3,0 € 4,0 e absorvancia proxima de 1 como no item 3.9. Apos filtragem, as solucdes
foram deixadas por 30 minutos no escuro, 30 mL de cada solucéo foram distribuidos
(volume nominal de 10 mL) em tubos de 14 x 100 mm com tampa rosquével contendo
acido tanico previamente pesado em quantidade suficiente para se obter uma
concentragado de 600 mg/100 mL de solugdo. Esses tubos foram deixados por 2 h em
auséncia de luz, antes de serem expostos a luz como descrito em 3.9.

O restante de cada solugéo foi distribuido em tubos sem acido tanico e cada
solucdo foi submetida & leitura da absorvancia inicial, sendo que 3 tubos foram

expostos a luz e outros trés serviram como controle no escuro a mesma temperatura.

A absorvancia de cada solugdo foi medida No Amax vis €M determinados intervalos
de tempo em espectrofotdometro Beckman DU-70 até perda aproximada de 50% da
absorvancia inicial. Aliquotas das solugées de EB e EPP em cada pH foram retiradas
nos tempos inicial, intermediario e final para analise por CLAE.

3.13. Estabilidade de extrato bruto e parcialmente purificado em pH 2,2, 3,0 e 40 a
temperatura de 50°C

Foram preparados solugbes de EB e EPP da mesma forma descrita em 3.9. Os
tubos foram deixados por 30 minutos no escuro e depois foram dispostos em banho-
maria com temperatura controlada de 50°C em auséncia de luz. Foram deixados trés
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tubos no escuro em temperatura ambiente de 23°C. A absorvancia de cada solucéo foi
medida No Amax vis €M determinados intervalos de tempo utilizando-se espectrofotdmetro
Beckman DU-70 até perda de 50% da absorvancia inicial. Aliquotas das solucdes de

EB e EPP em cada pH foram retiradas nos tempos inicial, intermediario e final para
analise por CLAE.

3.14. Estabilizagdo com &cido tanico de extrato bruto e parcialmente purificado em pH
2.2, 3,0 e 4,0 a temperatura de 50°C

As solucdes de EB e EPP foram preparadas e distribuidas em tubos de acordo
com 3.13. Foram deixados trés tubos de cada solugado com acido tanico e também trés
das mesmas solu¢des sem acido tanico em banho-maria com temperatura controlada
de 50°C em auséncia de luz. Foram deixados trés tubos como controle no escuro a
temperatura ambiente de 23°C.

A absorvancia de cada solugcao foi medida no Amax vis €M intervalos regulares em
espectrofotometro Beckman DU-70 até perda de 50% da absorvancia inicial. Aliquotas

das solucdes de EB e EPP em cada pH foram retiradas nos tempos inicial, intermediario
e final para analise por CLAE.

3.15. Estabilidade de extrato bruto e parcialmente purificado em iogurte a temperatura
de 8°C

Foram adicionados 6,0 mL de extrato bruto e 12,0 mL de parcialmente purificado
em iogurte sem corantes (iogurte natural de consisténcia cremosa 200 g) utilizando-se a
propria embalagem do iogurte. As quantidades de extratos adicionadas foram
determinadas previamente com o fim de se obter uma tonalidade semelhante & de
iogurte comercial. O pH de cada iogurte, quando necessario, foi corrigido com gotas de
NaOH 1 N e HCI 0,1 N. O experimento foi realizado em duplicata e os iogurtes foram
mantidos em auséncia de luz a temperatura de 8°C. Foram feitas medidas de cor em

escala CIELAB utilizando-se colorimetro Hunter com fonte D65 e angulo de observagao
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de 10° no tempo inicial (O h), apés 9 dias e 21 dias para verificacdo de possiveis
alteracdes de cor.

3.16. Estabilizagdo de extrato bruto e parcialmente purificado com &cido tanico em
iogurte a temperatura de 8° C

Para a preparagéo de iogurtes coloridos com antocianinas copigmentadas com
acido tanico, primeiramente foram preparadas solucées com a mesma quantidade de
extrato utilizadas no item 3.16 acrescidas de acido tanico em quantidade suficiente para
se obter a concentrag&o de 600 mg/100 mL de iogurte. Estas misturas de pigmento e
copigmento foram deixadas em auséncia de luz por 2 h e, apos esse periodo, foram
adicionadas aos iogurtes em duplicata, com o cuidado de deixa-los com a cor
homogénea. O pH foi corrigido, quando necessario e os iogurtes foram mantidos em
auséncia de luz a 8°C. Foram feitas medidas de cor em escala CIELAB utilizando-se
colorimetro Hunter com fonte D65 e angulo de observagao de 10° no tempo inicial (O h),

apos 9 dias e 21 dias para verificagdo de possiveis alteragdes de cor.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Amostra

A matéria prima escolhida para a realizagéo do trabalho foi o residuo (bagago) de
producdo de vinho de uva Seibel 2 (“corbina’). Este & composto por restos de uva,
predominantemente cascas e sementes. A uva Seibel 2 (Figura 8) € uma lincencumii x
Alicante Bouchet, com possivel concurso de V. rupestris. Essa uva € utilizada para a
produgdo de vinho no estado de Sao Paulo, principalmente nas regides de Jundiai e
S3o0 Rogue e foi selecionada devido a sua facilidade de obtenc@o e sua coloracéo.
Seus cachos s3o médios com uvas bem pretas que resultam em mosto de cor vermelha
intensa (SOUZA, 1995).

A colheita de uva no Brasil ocorre principalmente nos meses de janeiro e
fevereiro, portanto neste periodo os produtores de vinho estado dispensando o bagaco
que é obtido no inicio da produgao de vinho, apds a moagem das uvas para a formagao

do mosto de fermentagao.

O bagaco de uva é o subproduto primério proveniente da producéo de suco de
uva e de vinhos, constituido essencialmente de cascas, sementes e engaco,
representando aproximadamente 20% do peso umido da fruta original (HANG, 1988).
H& muitos anos, subprodutos de uva tém sido usados tanto para a recuperagao de
antocianinas do bagago (CALVI & FRANCIS, 1978; CLYDESDALE et al., 1978; MAIN et
al., 1978) quanto para a obtengao de outros produtos presentes nesta fruta, como acido

citrico e 6leo de semente de uva (HANG, 1988).

O bagaco (Figura 9) foi selecionado para o presente trabalho, pois € totaimente
descartado: tem alto teor antocianico e os corantes obtidos a partir da uva (enocianina)
podem ser utilizados em alimentos (HANG, 1988; WALFORD, 1980). A enocianina € um
corante obtido do bagago da uva muito utilizado na Italia para melhorar a coloragao do
vinho e ja foi utilizado para adulterar bebidas de méa qualidade neste mesmo pais
(RICE, 1968). De acordo com LANCRENON (1978), com o aumento das restricdes ao
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uso de corantes sintéticos vermelhos, novas tecnologias para producéo de corantes de

uva estado sendo desenvolvidas com o intuito de substituicdo dos corantes vermelhos
em alimentos e bebidas.

Figura 8: Uva Seibel 2

Figura 9: Residuo (bagaco) composto de cascas e sementes de uva Seibel 2
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4.2 Analise quantitativa

A analise quantitativa da casca da uva Seibel 2 mostrou uma concentragéo de
500,5 mg de antocianina/100 g de cascas e a analise do bagaco, 112,72 mg de
antocianina/100 g de residuo livre de sementes.

O valor de E!®

1cm

encontrado por FULEKI & FRANCIS (1968) na analise das antocianinas de “cranberry”.

usado para os calculos foi 982. Esse valor corresponde ao

O valor 982 nao permite a obtencdo de concentragdes absolutas, pois este pode nao
corresponder ao valor que se obteria com uma solugéo 1% de antocianinas do bagaco
de uva Seibel 2, no entanto, serve como um indicativo da viabilidade do bagago como

fonte de antocianinas.

A uva Seibel 2 pode ser considerada uma uva rica em antocianinas se
comparada com outras variedades de uvas, como alguns cultivares de V. Rotundifolia
que apresentam teores de 12 a 1038 mg/100 g de bagas (LAMIKANRA, 1989) e até
com outras frutas, como 0 acai que €& conhecida pela sua cor intensa e possui
concentracao de 263 mg/100 mg de cascas (BOBBIO et a/, 2000).

O bagaco também possui alta concentracéo de antocianinas, apesar de ser um
residuo proveniente de um processo de produg&o de vinho tinto, pois ele apresenta teor
que equivale a mais de 20% do teor de antocianina da casca da uva in natura e a quase

50% do teor antocianico do acai.
4.3. Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

O método de GARCIA-VIGUERA et al. (1998) foi modificado, pois 0 mesmo nao
apresentou boa separagdo dos picos para analise das antocianinas da uva. A
metodologia de GARCIA-VIGUERA et al. (1998) otimizada mostrou uma melhor
separacao dos picos do que a original e podera ter seu tempo de analise diminuido sem
alteracdo no gradiente de eluigdo, pois, apds vérias analises de extratos brutos de
bagaco de uva, verificou-se que nenhuma antocianina do mesmo apresentou tempo de

retencdo entre 25 e 37 minutos, onde a eluicdo € isocratica com 100% de metanol
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(solvente B). Porém, neste intervalo, ainda € possivel encontrar flavonodides n&o

antocianicos em solugdes de extrato bruto (Anexos 6 € 7).
4.4 ldentificagc@o das antocianinas do bagaco de uva Seibel 2

O extrato bruto concentrado cromatografado em papel Whatman Chr 3 mm em
HCI 1% resultou em 2 bandas mal definidas em um tempo de corrida de 16 horas. Uma
das bandas (Z1) era mais larga apresentando diferentes tonalidades indicando a

presenca de varias antocianinas (Figura 10).

A zona 2 (Z2) era mais fraca que Z1 e possuia duas tonalidades diferentes

sugerindo a presencga de pelo menos duas antocianinas (Figura 10).

A fase movel HCI 1% foi utilizada em primeiro lugar para eliminar impurezas que

foram extraidas juntamente com as antocianinas pelo metanol.

Z1, ao ser cromatografada em BAW, separou-se em oito antocianinas apos um
tempo de corrida de 30 horas (Figura 11). Destas oito antocianinas, trés se
apresentaram em quantidades insuficientes para identificacdo. As outras cinco foram
denominadas de Z 1.1, 212,213, Z1.4e Z 1.5 sendo que a Z 1.4 se apresentava em

quantidade visualmente maior que as outras.

A zona 2 (Z2) cromatografada em BAW apresentou duas antocianinas apos
corrida de 52 horas (Figura 12) denominadas de Z 21 e Z 22 em quantidades

relativamente menores e de cor menos intensa que as obtidas a partir de Z1.

Assim, por cromatografia em papel, foi observada a presenga de pelo menos 13
antocianinas diferentes. Por CLAE, verificou-se a presenca de varios picos referentes a
diferentes antocianinas e que o extrato do bagaco e da uva Seibel 2 apresentam o
mesmo perfil antocianico (Anexo 1). Os cromatogramas 3 e 4 (Anexo 2)mostram que o
pico com tempo de retencdo de 16,3 minutos (propor¢do de 49,9% em area)

corresponde & Z1.4 e o pico com 14,9 minutos (proporgéo de 13,4% em area) a Z1.3.
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Figura 11: Esquema do cromatograma de Z1 apos corrida de 30 horas com BAW
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Figura 12: Esquema do cromatograma de Z2 ap6s corrida de 52 horas com BAW
4.4 1. |dentificacdo das antocianinas Z 1.3e Z 1.4

Apods hidrolise total acida de Z 1.4 e de Z.1.3, os acucares separados foram
analisados por cromatografia em papel juntamente com padrées de acucares
comumente presentes em antocianinas (arabinose, glucose, xilose, galactose e
ramnose). Foi revelada nos cromatogramas uma mancha com mesmo Rf da arabinose,

o que indica que o agucar ligado nas antocianidinas de Z1.4 e Z1.3 € a arabinose.

Na hidrdlise acida controlada, as aliquotas retiradas foram analisadas por
cromatografia em papel (CP) em HCI 1%, BAW e AWH resultando em duas manchas
referentes a antocianidina e a antocianina, tanto para Z1.3 e Z1.4, em todos os
sistemas utilizados. Por esse resultado mais o resultado obtido na hidrélise total,

conclui-se que existe apenas uma arabinose ligada a antocianidina de Z1.3 e Z1.4.

Apés a hidrdlise alcalina, os pigmentos Z 1.4 e Z1.3 foram analisados por CLAE e
demonstraram o mesmo tempo de retencdo que antes da hidrolise, indicando que nao
ha acidos nas moléculas (FRANCIS, 1982). BAKKER & TIMBERLAKE (1985), ao
identificar antocianinas em cascas de uvas para produgdo de vinhos do porto,
obtiveram tempos de retencdo bem diferentes entre diversas antocianinas e suas

correspondentes aciladas.
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O espectro de Z 1.4 mostrou picos de absor¢cdo maxima em 538 nm no visivel e
276 nm na regido do UV e de Z1.3 a 538 nm e a 274 nm. Os valores de comprimento de
onda maximos de 538 e 276 nm estdo na mesma faixa que os da malvidina-3-
glucosidio que é a antocianina principal de muitas variedades de uva (RIBEREAU-
GAYON, 1982; BAKKER & TIMBERLAKE, 1985).

Como a antocianina Z 1.4 ndo apresentou deslocamento batocrémico com a
adicdo de cloreto de aluminio, este pigmento ndo possui grupos hidroxilas vicinais no
anel B, o que suporta a hipétese de que a antocianidina de Z 1.4 seja malvidina, pois a
cianidina e a perlagonidina, antocianinas também sem hidroxilas vicinais, possuem Amax
menores que o apresentado por Z1.4. Ja o pigmento Z1.3 apresentou forte coloragéo
azul apos adicdo de cloreto de aluminio, com deslocamento de 10 nm, o que indica a
presenca de hidroxilas vicinais, como ocorre com a cianidina, petunidina e delfinidina.
Uma vez que a petunidina e a delfinidina possuem absorgdo maxima no mesmo
comprimento de onda, foi necesséria a realizagdo de uma analise por CP usando-se
delfinidina e petunidina como padréo. A antocianidina de Z1.3 apresentou 0 mesmo Rf

da petunidina apés analise da aglicona por CP com as fases moveis forestal e formico.

Os espectros de Z 1.4 e de Z1.3 ndo apresentaram ombro em 440 nm no espectro
de absorcao em solugdo metandlica acidificada (HCI 0,01%); a presenca deste ombro
indica a existéncia de acucar na posicdo 5 da molécula (além do presente na posi¢ao
3). Isso pode ser demonstrado pela razdo entre a absorvancia a 440 nm e absorvancia
maxima na regido do visivel. Razéo maior que 20 indica a presenga de agucar ligado
apenas na posigo 3 na antocianidina. Como a razé&o do pigmento Z1.4 foi 21 e de
Z1.3 foi 24, conclui-se que a molécula de arabinose esta ligada apenas na posicéo 3 da
antocianidina, o que foi confirmado através da hidrolise com perdxido que retira apenas
acucares presentes na posigéo 3 (FRANCIS, 1982).

Foi utilizado padrao de malvidina 3-glucosideo da Extrasynthese (Genay, Franca)
na andlise por CLAE para comparagcdo do tempo de retengdo, sendo que essa

antocianina apresentou o mesmo tempo de retengdo que Z1.4 e, através de co-
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cromatografia, apresentaram um uUnico pico. Pode-se concluir que a metodologia n&o &
adequada para a identificacdo do agucar, portanto a hidrdlise acida ainda se mostra
muito eficiente quando ndo é possivel o uso de técnicas mais avancgadas, tais como
RMN e espectrofotometria de massa. CASTEELE (1983) observou a dificuldade em se
separar certos grupos de antocianinas, os diglicosideos eluem antes dos
monoglicosideos, mas é dificil obter separacdo entre picos que possuem mesma

antocianidina e numero de agucares, mas com natureza do agucar diferente.

Pelos resultados obtidos, foi concluido que a antocianina Z 1.4 € uma malvidina
3-arabinosideo e que Z1.3 € uma petunidina 3-arabinosideo. O perfil antocianico
encontrado para o bagaco de uva Seibel 2 € muito semelhante ao encontrado por
BONATTI (1986) nas cascas de algumas variedades de uvas italianas utilizadas para a
preparacéo de vinhos (uvas Croatina, Rara e Barbera), sendo que a autora encontrou
malvidina 3-glucosideo e petunidina 3-glucosideo nestas uvas em proporgoes
semelhantes as das principais antocianinas da Uva Seibel 2.

4.5.Avaliacao da eficiéncia dos diferentes solventes

Os fatores que foram considerados importantes para a escolha do melhor
solvente extrator foram capacidade de extrair maior quantidade de pigmento e prego. O
solvente que melhor extraiu as antocianinas do bagago foi o etanol 50% a pH 3,0 que
resultou em um extrato com 98,1 mg de antocianinas/ 100 g de residuo livre de

sementes.

O etanol 96°GL a pH 3,0 e o etanol adicionados de 1200 ppm dioxido de enxofre
também se mostraram bons solventes extratores; com estes foram obtidas solugdes
com concentragcbes de 951 e 856 mg de antocianina/100g de residuo,
respectivamente. Embora esses dois solventes sejam bons extratores, eles apresentam
algumas desvantagens como a necessidade de eliminagdo de SO» e maior extragdo de

clorofila pelo etanol 96°GL.
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A agua a pH 3,0, além de extrair pouca quantidade de antocianinas (50,3 mg/
100 g de residuo livre de sementes), € inviavel, pois extraiu outras substancias que
dificultaram consideravelmente a filiragdo. AYED et al. (2000), em estudo com
antocianinas de bagaco de uva, encontraram que a extragdo com solugdo aquosa
adicionados de 2000 ppm de SO- foi mais eficiente que a extragdo com agua. No Brasil,
existe a viabilidade em se trabalhar com o etanol devido ao baixo custo deste solvente,
entdo pode-se descartar as extragdes apenas com solventes agquosos.

De acordo com METIVIER et al. (1980), o metanol € 20% mais eficiente que o
etanol para extracdo de antocianinas, mas, devido a alta toxicidade deste solvente,
preferiu-se a utilizacdo do etanol para a realizagdo do presente trabalho. Para a
acidificacdo dos solventes extratores, foi utilizado o acido citrico que € amplamente
empregado na industria de alimentos e sua concentragéo (3%) foi a necessaria para se
obter pH 3,0. BIACS et al. (1995), estudando o processo de extragdo das antocianinas
da uva com etanol acidificado com acido cloridrico ou tartarico, verificaram que o acido
utilizado pode afetar a extracdo das antocianinas, mas nao provoca diferencas na cor
do produto final, no caso, pd preparado a partir de uva, como verificado através de
medidas em escala colorimétrica.

Os diferentes extratos apresentaram o mesmo perfil de antocianinas determinado
por CLAE, isto €, nenhum solvente extraiu seletivamente um dos pigmentos (Anexo 3 e
4). Assim, o solvente escolhido para se prosseguir com o trabalho foi o etanol 50% a pH
3,0.

4.6.Concentracao do extrato por osmose reversa

O processo de filtragdo por osmose reversa teve duragéo de 1h e 20min com
fluxo de inicio 61 mL/min e terminando com 36 mL/min. Foi possivel reduzir o volume
de 4L para 0,6 L em temperatura maxima de 30°C, ou seja, uma redugdo de 75%. O
extrato inicial que possuia 3,4% de solidos soltveis terminou o processo com 10% de
solidos soluveis, o que equivale a uma concentracao de 69%, essa diferenca de valores

se deve provavelmente a perdas de extrato durante a pré-filtragem.
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De acordo com DUITSCHAEVER et al. (1991), o processo de concentracéo por
osmose reversa retira a agua, mantendo os componentes do extrato nas mesmas
proporcoes € 0 mesmo pH inicial. Este fato foi confirmado no presente estudo, pois
apobs a concentragdo, o extrato do bagaco permaneceu com o pH inalterado e ndo

apresentou mudancas no perfil antocianico, como determinado por CLAE (Anexo 5).
4.7. Preparacgéo do extrato parcialmente purificado (EPP) de bagaco de uva Seibel 2

Durante o processo de extragdo, outras substancias como flavondides nao-
antocianicos, agucares, leucoantocianinas, produtos de degradacdo e produtos de
reagbes de escurecimento podem ser extraidos juntamente com as antocianinas
(FRANCIS, 1982). O bagago de uva Seibel 2, por ser um residuo de producdo de vinho,
pode conter estes compostos e, por isso, foi utilizada cromatografia em papel com HCI
1% como fase mével com o objetivo de se obter um extrato livre de impurezas.

Foi feita a andlise por CLAE na regido do visivel e ultravioleta para se verificar a
existéncia de flavondides nao-antocianicos nos extratos bruto (EB) e parcialmente
purificado (EPP), uma vez que as antocianinas sdo detectadas tanto na regiao da luz
visivel quanto na da ultravioleta e os outros flavonéides ndo podem ser detectados em
comprimentos de onda préximos de 536 nm. Isto pode ser verificado comparando-se o
cromatograma de EB (ANEXO 6) a 536 nm com o seu correspondente a 278 nm, onde
se observa a presenca de um pico com tempo de retencdo de 17,2 minutos e area de
1104811 ( equivalente a 28,2% da area total) sem o seu correspondente a 536 nm:
neste mesmo cromatograma, a area correspondente ao pico da antocianina com tempo
de retencao 16,5 minutos € de 165120 (equivalente a 19,9% da érea total). Pode-se
concluir que o EB possui um flavondide ndo antocianico extraido em grande quantidade
juntamente com as antocianinas e outros flavondides presentes em menores
quantidades, como se pode observar picos pequenos na regido UV a 278 nm sem
correspondentes na regi&o visivel a 536 nm. O cromatograma de EPP (ANEXO 7) néo
apresenta o pico de tempo de retencdo de 17,2 minutos a 278 nm, o que indica que a



purificag&o por cromatografia em papel eliminou, juntamente com outras impurezas, os
flavondides ndo antocianicos.

4.8. Estabilidade de extrato bruto e parcialmente purificado a luz a 23°C em pH 2,2, 3.0
e4,0

A estabilidade das antocianinas, em geral, esta relacionada com sua estrutura
quimica, pH, presenca ou auséncia de luz e de outros flavondides e mesmo com a

concentracao da propria antocianina ou de outras antocianinas.

A degradagdo das antocianinas de EB e EPP em pH 22, 30 e 4,0 foi
acompanhada por espectrofotometria e por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
observando-se a perda de absorvancia da solugdo e a perda de areas dos picos

relacionados com os pigmentos, respectivamente.

As solugdes de EB e EPP nos diferentes pH apresentaram Amax vis distintos
(Tabela 4) nos quais foram realizadas as leituras de absorvancia e analises por CLAE.
As solucdes de EB e EPP com absorvancia inicial préxima a 1 em pH 2,2 possuem
Amaxvis Menores que os das outras solugdes, uma vez que neste pH a forma antocianica
predominante € o cation flavilium (vermelho) (BROUILLARD & DUBOIS, 1977,
CHEMINAT & BROUILLARD, 1986; HOUBIERS et al., 1998). Aumentando-se o pH, as
solugbes apresentam Amax vis Maiores, pois ha maior quantidade de base quinoidal
(azul). As solugbes de EB possuem Amax vis maiores do que as de EPP no mesmo pH
devido a presenga de flavondides nao antocianicos que estariam atuando como
copigmento.

Com a degradagao das antocianinas, pode-se dizer que praticamente ndo houve
alteracd0 NO Amax vis de cada solugéo, pois uma mudanga de apenas 2 nm pode ser
considerada inerente ao proprio espectrofotometro (Tabela 4). Embora essa variagao
tenha sido pequena, foi observada visualmente a mudanga de coloragéo vermelha para
marrom nas solugées de EB e EPP principaimente em pH 4,0 e de intensidade um

pouco mais fraca em pH 3,0. A ndo existéncia de picos na regido do visivel nas
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solugbes de EB e EPP a pH 4,0 pode sugerir que esta cor marrom tenha alterado o
espectro de absorcédo e que o surgimento desta tonalidade esteja mais relacionada ao
efeito do pH do que & exposicéo a luz. De acordo com FRANCIS (1982), os produtos de
degradacéo de antocianinas s&o de cor marrom-avermelhada, portanto a cor percebida
visualmente pode ocorrer devido & maior produgdo de compostos de degradacdo em
pH40e 3,0

Tabela 4: Efeito de luz e pH a 23°C sobre os valores de A maxvis inicial e final, constante

de velocidade de reacéo (k) e tempo de meia-vida (t1) para as solucdes de

EB e EPP.
Solugéo A max vis (NM) Kk (h") i (h)
Inicial Final

EBpH22Luz 522 522 0,002989 2318
Escuro 522 524 0,000262 2645,0

EB pH 3,0 Luz 524 524 0,003236 2142
Escuro 524 D2 0,000320 2165,6

EB pH 4,0 Luz 528 s/ pico® 0,003213 215.7
Escuro 528 s/ pico® 0,000316 2193,0
EPPpH2Z Luz 520 520 0,005475 126,6
Escuro 520 522 0,000398 1741,2

EPP pH 3,0 Luz 520 520 0,007568 91,6
Escuro 520 522 0,000529 1310,0

EPP pH 4,0 Luz 524 s/ pico® 0,004327 160,2
Escuro 524 s/ pico® 0,000362 1914.4

°, ndo foi detectado pico pelo espectrofotometro.

Os valores da constante de velocidade da reagéo (k) e tempo de meia-vida (t1r2)
foram calculados a partir das absorvancias iniciais e finais de cada solucdo para
reagcGes com cinética de primeira ordem, como pode ser observado na Figura 13. Os
valores de k (Tabela 4) indicam que para todos os extratos, a luz possui um forte efeito
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sobre a degradacado das antocianinas, pois todas as solugbes possuem valores de k

aproximadamente dez vezes maiores na presenca do que na auséncia de luz.

Extrato bruto - pH2,2 Extratobmuto- pH3,0
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Figura 13: Efeito de luz e pH na estabilidade das antocianinas dos extratos bruto e
parcialmente purificado em pH 2,2, 3,0 e 4,0. ®, solugbes na presenca de

luz; ®, solugdes em auséncia de luz.

O efeito protetor dos flavondides ndo antocianicos também € muito acentuado,
como pode ser visto na Tabela 4, tanto na presenga quanto na auséncia de luz, pois o
tempo de meia-vida é maior para as solugdes preparadas com EB quando comparadas

com as preparadas com EPP no mesmo pH.
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Comparando-se os valores de k (Tabela 4) para as solugdes de EB a pH 2,2, 3.0
e 4,0, verifica-se que houve maior degradagdo a pH 3,0 e 4,0, tanto na presenca quanto
na auséncia de luz, o que seria esperado, uma vez que as formas antocianicas mais
abundantes nestes pH sdo as incolores (pseudobase e chalcona) que sdo mais
susceptiveis a degradacéo, sendo a chalcona degradada a derivados do acido benzéico
(FURTADO et al, 1993). E importante notar que apesar das solugdes terem
absorvancias iniciais préximas a 1, ou seja, semelhantes, as concentraces de
antocianinas sdo diferentes, pois em tampdes de pH 4,0 e 3,0, sdo necessarias
quantidades maiores de extrato para atingirem absorvancia 1, principalmente em pH
4,0.

A Tabela 4 mostra que os valores de k para as solucdes de EB em pH 3,0 e 4,0
s80 proximos tanto na auséncia quanto na presenca de luz. Essa semelhanga de
valores pode ser atribuida a formacdo da coloragdo marrom nestes pH, que
possivelmente interferiu na anélise, sendo que o esperado seria valores de k no pH 4,0
maiores do que no pH 3,0 (BROUILLARD, 1982; FURTADO et al., 1993).

Para o EPP, foram encontrados valores de k a pH 4,0 menores do que apH 2,2
e pH 3,0 na luz e no escuro, de onde se poderia concluir que a solugdo de EPP a pH
4,0 seria a mais resistente a degradacao tanto em presenca quanto em auséncia de luz.
No entanto, vale ressaltar que foi notada a presenca de coloragdo marrom visualmente
mais forte em pH 4,0 do que em pH 3,0. DUHARD et al. (1997), em estudo de
estabilidade de corantes comercializados produzidos a partir de fontes naturais,
observaram que os corantes obtidos a partir de uva italiana e francesa eram mais
estaveis a pH 4,0 do que a pH 3,0 em experimentos de degradacdo com luz e com
calor. O aparecimento de cor marrom percebida visualmente foi confirmado por esses
autores através do uso de medidas na escala colorimétrica CIELAB.

A partir dos valores das areas dos picos obtidos por CLAE nos tempos iniciais e
finais (aproximadamente 50% de perda de absorvancia), foram calculados a velocidade

de reacédo (k) e tempo de meia-vida (ti) para a malvidina 3-arabinosideo (mv 3-ar) e
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para a petunidina 3-arabinosideo (pt 3-ar) em EB e EPP (Tabelas 5 e 6), utilizando-se
equacdes para reagdes de cinética de primeira ordem.

Os valores de k e ti» obtidos por CLAE (Tabela 5 e 6) confirmam efeito
determinante da luz na degradagdo das antocianinas, tanto para as solugdes de EB
quanto para as de EPP, pois os valores de k das solugbes expostas & luz séo
aproximadamente 10 vezes maiores que os valores de k para as suas correspondentes
na auséncia de luz, como também foi observado por medidas espectrofotométricas. A
luz possui efeito degradante para as antocianinas, mas as reagdes fotoquimicas de

degradacdo que ocorrem tém sido pouco descritas na literatura (FURTADO et al.,
1993).

Tabela 5: Efeito de luz e pH a 23°C sobre os valores de constante de velocidade
de reagdo (k) e tempo de meia-vida (ti) obtidos por CLAE para a malvidina 3-
arabinosideo.

Solugéo k (h™) tiz (h) Perdf: /:1)9 A? Tempa® (h)
EBpH22 Luz 0,002842 2438 52,2 259,5
Escuro  0,000382 1814,1 54,8 2079,3
EBpH3,0 Luz 0,004246 163,2 72,8 306,5
Escuro  0,000422 1642,2 58,4 2079,3
EBpH4,0 Luz 0,004835 1433 63,6 2092
Escuro 0,000544 1273,9 67,7 2079,3
EPPpH22 Luz 0,007244 95,7 56,9 116,2
Escuro 0,0004015 1669,9 57,8 2079,3
EPP pH 3,0 Luz 0,010669 65,0 70,9 1158
Escuro  0,000689 1005,8 76,1 2079,3
EPPpH 4,0 Luz  0,010943 63,3 78,0 138,3
Escuro  0,001479 468,6 95,4 2079,3

2 area do pico; °, tempo em que foi retirada a aliquota final.
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Tabela 6: Efeito da luz e pH a 23°C sobre os valores de constante de velocidade de
reacdo (k) e tempo de meia-vida (1) obtidos por CLAE para a petunidina 3-
arabinosideo.

Solugado k (h™ tiz (h) Perdz/d}e A Tempo® (h)
EBPH22 Luz 0004082 1698 653 2505
Escuro  0,000440 1575,0 59,9 20793
EBpH3,0 Luz 0,004478 154,8 74,7 306,5
Escuro  0,000583 1188,7 70,3 2079,3
EBpH4,0 Luz 0,009862 70,3 87,3 209,2
Escuro  0,000676 1025,1 75,5 2079,3
EPPpH22 Luz  0,007432 932 57.8 116,2
Escuro  0,002372 692,2 99,3 2079,3
EPPpH3,0 Luz 0,012272 56,5 75,9 115,8
Escuro  0,002498 277.4 99,4 2079,3
EPPpH4,0 Luz  0,014992 46,2 87.4 138,3
Escuro  0,002744 252,6 99,7 2079,3

® érea do pico; °, tempo em que foi retirada a aliquota final.

A presenca dos flavonoides nao antocianicos no EB possui forte influéncia na
estabilidade das antocianinas, como foi observado também nos resultados obtidos por
espectrofotometria. Os tempos de meia-vida para as solucdes de EB s&o maiores que
as solugoes de EPP no mesmo pH; neste caso os flavondides copigmentariam com as

antocianinas protegendo a molécula de reagdes de degradacéo.

A analise por CLAE mostrou que o pH possui efeito marcante na estabilidade das
antocianinas. As solugdes antocianicas de EB e EPP possuem tempos de meia-vida
maiores em pH 2,2, onde a forma colorida cation flavilium esta em maior quantidade. A



perda da cor segue a ordem esperada, as solugdes em pH 2,2 sdo as mais estaveis,
seguidas das mesmas em pH 3,0 e 4,0 onde as formas antocianicas incolores, mais
suscetiveis a degradacao, estdo em maior proporgao, principalmente nas solugées em
pH 4,0 (BROUILLARD, 1982; FURTADO et al, 1993). Os valores de k e tempo de
meia-vida para a mv 3-ar sdo bem diferentes em todos os pH, com excec&o das
solugées de EPP em pH 3,0 e 4,0 expostas a luz que possuem valores muito proximos
(64,8 e 63, 8, respectivamente). Essa similaridade de valores pode ter ocorrido devido a

variagao que pode ocorrer em analises por CLAE.

A degradagao da pt 3-ar também & claramente influenciada pelo pH e pela luz e,
da mesma forma que a mv 3-ar, ela apresenta valores de k e t1» bem diferentes um daos
outros e a mesma ordem de estabilidade entre os diferentes pH. A pt 3-ar possui
valores de k maiores que os da mv 3-ar, isto poderia ser explicado pelo efeito exercido
pela auto-associagdo das moléculas de antocianinas na sua estabilidade (HOSHINO,
1991: GOTO & KONDO, 1991; MINIATI et al., 1992). O fato da pt-3-ar estar em menor
quantidade dificultaria o fendmeno da auto-associagéo entre as formas coloridas deste
pigmento, j@ a malvidina 3-arabinosideo, pigmento com maior concentracdo, possul
maior quantidade de formas coloridas disponiveis para a auto-associacéo fornecendo
maior estabilidade a esta antocianina (RODRIGO et al., 1997). FURTADO et al. (1993),
em estudo de estabilidade com antocianidinas, verificaram que a metoxilagdo aumenta
a estabilidade fotoquimica das formas antocianicas coloridas. Este fator tambem
influencia fazendo com que a malvidina 3-arabinosideo, que possui trés metoxilas no
anel B, possua constantes de velocidade de reagdo menores que as da petunidina 3-

arabinosideo.

4.9. Estabilizagao com diferentes concentragdes de acido ténico em solugdes de EB em
pH 2,2, 3,0 e 4,0 em presenga de luz a 23°C

O copigmento escolhido para a estabilizagéo das antocianinas foi o acido tanico
que forma complexos estaveis com as antocianinas, sendo que seu uso ja foi estudado
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com resultados positivos na estabilizagdo da cor (MACCARONE ef al., 1987: BOBBIO
et al., 1990; BAILONI et al., 1999).

As Tabelas 7, 8 e 9 mostram os valores de absorvancia e comprimento de onda
de absor¢cdo maxima das solugbes de EB com as diferentes concentragdes de acido
tanico, o aumento de absorvancia produzido pela adigdo do copigmento e também os
valores de k e to. Esses valores foram obtidos através das leituras da absorvancia
durante a exposi¢éo & luz das solugdes de EB nos trés pH.

Os resultados indicaram que a adig&o de acido tanico causa efeito hipercrémico
e batocromico em todas as solugdes, mas esses efeitos sdo mais acentuados em altas
concentragbes de copigmento.

Tabela 7: Efeito de concentrag&o de acido tanico sobre valores de absorvancia (A)
inicial, comprimento de onda de absorgdo maxima (Amex vis) , COnstante de

velocidade de reagéo (k) e tempo de meia-vida (t2) para as solugdes de EB
em pH 2,2 expostas a luz.

d?é’éizt'@ﬁ?c% A inicial A“’Re(’;/t‘; 9 mve(m) k(0 tyz ()
(mg/ 100mL) - . .

0 11015 - 522 0,0030 231,0

100 11790 15,7 530 0,00261 265.5

200 12793 16,1 534 0,00187 3706

300 1,3206 19.9 536 0,00182 3808

400 13235 202 536 0,00196 3591

600 14198 28.9 538 0,00164 4226
1000 1,4643 32,9 540

0,00089
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Tabela 8: Efeito de concentragdes de acido tanico sobre valores de absorvancia (A)
inicial, comprimento de onda de absorgdo maxima (Amax vis), constante de

velocidade de reacao (k) e tempo de meia-vida (t1) para as solugdes de EB
em pH 3,0 expostas a luz

e
de acido tanico A inicial A (%) Amax vis (NM) k (h™) ti (h)
0 1,3106 : 524 00032 2166
100 1,5158 15,7 530 0,00261 265,5
200 1,6804 28,2 534 0,00285 2432
300 17783 357 536 0,00275 252.0
400 1,8647 423 536 0,00282 2457
600 1,9882 51,7 538 0,00282 2457
1000 21633 65,1 540 0,00256 2707

Tabela 9: Efeito de concentragdes de acido tanico sobre valores de absorvancia (A)
inicial, comprimento de onda de absor¢cdo maxima (Amaa vis), Constante de
velocidade de reacéo (k ) e tempo de meia-vida (t12) para as solugbes de EB
em pH 4,0 expostas a luz

d%ogcﬁgtigﬁ?c?o A inicial A”rge(rj/t‘; € raxws (M) k(h) tip (h)
__(mg/ 100mL) o

0 1,1916 - 528 0,0032 216,6

100 1,3583 13,8 530 0,00247 280,6

200 1,5403 29,3 534 0,00304 228,0

300 1,6823 41,2 536 0,00387 179,1

400 1,7826 49,6 536 0,00434 1597

600 20189 69,4 538 0,00484 1432

1000 23264 95,2 540 0,00555 124,9
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O pH possui forte influéncia nas reagdes de copigmentacdo. Em pH 2,2, as
solucbes apresentam efeito hipercrémico fraco se comparadas com as solugdes a pH
3,0 e 4,0, nas mesmas concentragbes de &cido tanico. As solugdes a pH 4,0 se
mostraram as mais susceptiveis ao aumento de intensidade da cor pela acdo do
copigmento. Como ja foi previamente comentado no item 4.8, as solugdes em pH
menos acidos necessitam de maiores quantidades de extrato para atingirem
absorvancia proxima de 1, pois o equilibrio é deslocado no sentido de formagdo de
formas incolores. Em pH 4,0, as formas que estavam incolores passam para coloridas,
pois o complexo que se forma entre as espécies ion flavilium ou base quinoidal com o
copigmento € estavel e tende a deslocar o equilibrio no sentido de formacdo de
estruturas coloridas (BROUILLARD, 1982; BROUILLARD et al., 1989: BROUILLARD et
al., 1990). As solugdes foram deixadas em descanso por duas horas, para que o
equilibrio entre as diferentes estruturas e o complexo formado fosse atingido antes de
se iniciar a degradacao pela luz. Pela adi¢do de copigmento, neste caso o acido tanico,
houve um deslocamento batocrémico que aparentemente sofreu influéncia do pH, pois
as solucGes de EB possuem praticamente o0 mesmo comprimento de onda de absorgao
maxima nos trés pH, considerando-se solu¢des com a mesma concentragao de acido
tanico.

Apesar das solugbes de EB a pH 4,0 terem sofrido maior efeito hipercrémico
provocado pela adigéo de copigmento, os valores de k e ti» (Tabela 9) indicam que a
perda de sua colorag&o adquirida com a copigmentacéo é mais rapida que nos outras
pH e também foi notada visualmente a formago de uma cor marrom. O aparecimento
desta mesma cor também foi observado a pH 3,0, embora com menor intensidade. O
pH 2,2 se mostrou o mais efetivo para reacées de copigmentacéo, seguido do pH 3,0 e,
por ultimo, o pH 4,0. Estes dados estdo de acordo com os obtidos por MINIATI et al.
(1992) que em estudo de copigmentacéo com diferentes antocianinas, encontraram que
solugbes antociénicas com copigmento apresentavam maior retencdo de cor a pH 25
do que a 3,5, sendo que a perda de cor maior foi a pH 4,5, apés exposicao de 120 dias
a 5°C e 20°C.
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A concentragdo de acido tanico escolhida para a realizagcdo dos experimentos de
estabilizacao de antocianinas de EB e EPP em cada pH sob efeito de luz e temperatura
(50 e 6°C) foi 600 mg/100 mL, pois ela se mostrou eficiente e a concentragéo de 1000
mg/100 mL n&o parece oferecer maior protecdo. Apesar da concentracao de 100 mg/
100 mL ter sido eficiente na manutencdo da cor para todos os pH, foi escolhida a
concentragdo de 600 mg/ 100 mL pois, mesmo nao aumentando o ti» em solugcdo de
pH 4,0, ela provocou um aumento na intensidade da cor muito evidente em todos os pH

e um aumento no ti» no pH 2,2 de quase o dobro do que o valor sem o copigmento.
4. 10. Efeito da acidez do solvente A na analise por CLAE

As areas dos picos da malvidina 3-arabinosideo e da petunidina 3-arabinosideo
sao maiores a pH 4,0 e menores a pH 2,2, sendo de valor intermediario o pico a pH 3,0,
mesmo todas as solugdes tendo absorvancia préxima de 1,0. Esse fato provaveimente
se deve a deteccdo das formas incolores presentes a pH 3,0 e 4,0, o que sugere que a
acidez da fase movel desloca o equilibrio no sentido de formagdo de espeécies

coloridas, principalmente o cation flavilium.

Com o objetivo de se observar o comportamento das solugdes antocianicas de
EB e EPP em pH 2,2, 3,0 e 4,0 no solvente A, estas foram diluidas a 50% com a
solucdo de &cido formico 5% (solvente A). A absorvéancia e o pH de cada solugao foram
medidos antes e depois da diluicdo e os valores de absorvancia encontrados nao
correspondem aqueles esperados em uma diluigdo 1:1 (Tabela 10). Esses resultadas
indicam que a solucdo de acido formico 5%, que possui pH 1,65, € suficientemente
4cida para deslocar o equilibrio para a formagdo de espécies coloridas que seriam

detectadas no cromatografo.

Nao foi possivel fazer as diluigdes com solugéo de &cido férmico 5% e metanol,
na propor¢do de 85:15 que € o inicio do gradiente da andlise por CLAE, pela

impossibilidade de se realizar medidas de pH confiaveis na presenca de metanol.



Tabela 10: Efeito da acidez de acido formico 5% sobre os valores de absorvancia (A) e
Amax vis das solucdes de EBe EPapH 22, 30e 4,0

Solugdes  Mmaxvis@ntes Aantesda  Amawsdepois  Adepois pH depois da

__dadiluicdo _diluicdo da diluicéo da diluicao diluicdo
EB pH2,2 522 1,1138 520 0,6774 1,91
EB pH3,0 524 1,1880 520 1,0330 215
EB pH4,0 526 0,8146 522 1,2120 2,35
EPP pH 22 520 1,0976 520 0,6581 149
EPP pH3,0 520 1,0485 520 1,0668 2,02

4.11. Estabilizagdo com &acido tanico de extrato bruto e parcialmente purificado em pH
2,2, 3,0 e 4,0 na presenca de luz a 23°C

Como ja foi dito anteriormente no item 4.9, a adi¢do de acido tanico em solugdes
aquosas de antocianinas desloca o equilibrio das formas antocianicas no sentido de
formac&o de espécies coloridas, provocando efeito batocrémico e hipercromico. Com a
presenca de acido tanico na concentragdo de 600 mg/100 mL, foi observado forte efeito
batocrémico, pois todas as solugbes de EB e EPP tiveram 0 Amax vis deslocado para 538
nm em todos os pH. O efeito hipercromico ocorreu em todas as solugdes, mas com
intensidade maior em pH 4,0, sendo o pH 3,0 intermediério e, para o pH 2,2, 0 aumento
da intensidade da cor foi menor. As solugdes com pH 3,0 e 4,0 do EPP apresentaram
aumento de absorvancia maior do que as respectivas de EB. Esse fato poderia ser
explicado pela presenca de maior quantidade de formas incolores nas solucées de EPP
que nao possui flavonodides ndo-antocianicos complexando com as antocianinas, desta
forma, mesmo com absorvancia préxima a 1 como as solucdes de EB pH 3,0 e 4,0, as
respectivas solugbes de EPP possui maior predominancia de formas incolores

disponiveis para a formacao do complexo copigmento/pigmento.
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Para os célculos de constante de velocidade de reagéo (k) e tempo de meia-vida
(ti2) das solugdes com e sem &cido tanico, foram utilizadas equagdes para reagdes
com cinética de primeira ordem (Figura 14) utilizando-se os valores de absorvancia
inicial e final (aproximadamente 50% de perda de cor) de cada solugdo. Como foi
observado no item 4.9, as solugbes de EB e EPP sem acido tanico analisadas por
espectrofotometria mostraram degradacdo diferente da maioria dos autores
(BROUILLARD, 1982; FURTADO et al,, 1993), por interferéncia dos compostos de
degradacado marrons formados em pH 3,0 e 4,0; ja as solugdes com &cido tanico
apresentaram uma sequéncia de degradagdo de acordo com o esperado, sendo as
solucdes a pH 2,2 as mais estaveis (MINIATI et al., 1992), como pode se observar pelos
valores da Tabela 11.
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Figura 14: Efeito de luz, pH e adigao de 4cido tanico na estabilidade das antocianinas
dos extratos bruto e parcialmente purificado em pH 2.2, 3,0 e 40. @,
solugdes na presenca de luz; m, solucdes na auséncia de luz: A, solucdes
adicionadas de &cido tanico (600 mg/ 100 ml) na presencga de luz.



Tabela 11: Efeito de luz e pH e adigéo de acido tanico a 23°C sobre os valores de Amaxis

inicial e final, constante de velocidade de reacdo (k) e tempo de meia-vida
(t1r2) para as solugdes de EB e EPP

Solugéo Mmaxvis k (h™" tie (h)
Inicial Einal

EBpH22 Luz 522 524 0,003297 210,2
AT® 538 538 0,001319 5252
Escuro 522 524 0,000347 1997 1
EBpH 3,0 Luz 524 524 0,003526 196,5
AT® 538 536 0,003319 208,8
Escuro 524 524 0,000338 2050,3
EBpH 4,0 Luz 528 s/ pico® 0,002466 281,0
AT 538 s/ pico® 0,005165 134,3
Escuro 528 s/ pico® 0,000282 2457 4
EPP pH 2,2 Luz 520 522 0,006059 114,4
AT® 538 538 0,002502 277.0
Escuro 520 522 0,000464 1493,9

EPP pH 3,0 Luz 520 522 0,007288 95,1
AT® 538 538 0,003496 198,2
Escuro 520 522 0,000424 16344
EPP pH 4,0 Luz 524 s/ pico® 0,003213 2157
AT 538 536 0,003275 2116
Escuro 524 s/ pico® 0,000298 2325,0

® nao foi detectado pico pelo do espectrofotdmetro; °, AT, solugdo com 600 mg/100 mL

de acido tanico.
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Para as solugbes preparadas com EB, a estabilizagdo da cor por copigmentacdo
foi significativa em pH 2,2, onde se pode observar uma diminuicdo na velocidade de
reacéo e, consequentemente, um aumento no tempo de meia-vida: no pH 3,0 essa
estabilizagdo ndo foi tdo evidente e no pH 4,0, a constante de velocidade de reacao foi
aumentada com a adicdo do copigmento. As solugdes de EPP em pH 2,2 e 3,0
adicionadas de 4cido tanico também se mostraram mais estaveis com a exposicao a luz
do que as mesmas sem &cido tanico: em pH 4,0, como ocorreu com a solugéo de EB,

nao foi observado efeito de estabilizacio pela adicdo de copigmento (Tabela 11).

As solugbes de EB adicionadas de acido tanico se mostraram mais estéveis do
que as respectivas preparadas com EPP e Aacido tanico, provavelmente devido a
presenca de flavondides n&o antocianicos, com excegdo da solugdo de EPP pH 4,0
com acido tanico, que possui ty, maior que a equivalente preparada com EB. Com a
adicao de acido tanico, o EB em pH 4,0 apresentou menor estabilidade & luz do que o
EPP, ao contrario do que ocorre quando n&o ha a adigio deste copigmento (Tabela 11).
Neste caso, os flavondides ndo antocianicos existentes apenas no EB que estariam
protegendo as antocianinas poderiam ter um k de complexagcdo menor do que o do
acido tanico, assim, a presenca destes flavondides poderia dificultar a formacgédo do
complexo antocianinas-acido tanico diminuindo a estabilidade da solugdo copigmentada
de EB em pH 4,0.

Utilizando-se equagdes para reagbes de primeira ordem, foram calculados a
velocidade de reacdo e tempo de meia-vida para as solugdes expostas a luz a partir
dos valores das areas iniciais e finais (aproximadamente 50% de perda de absorvancia)
dos picos da malvidina 3-arabinosideo e petunidina 3-arabinosideo obtidos por CLAE
(Tabelas 12 e 13).
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Tabela 12: Efeito de luz, pH e adigdo de é&cido tanico a 23°C sobre os valores de
constante de velocidade de reacédo (k) e tempo de meia-vida (ti,) obtidos
por CLAE para a malvidina 3-arabinosideo.

Solugéo k (h1)__ tiz (h) Perda de Ar_z1 Tempo® (h)

EBpH22 Luz  0,00501 138,3 67,0 2215

AT®  0,002062 336,2 70,5 592.0

Escuro  0,000476 1455,9 57,9 1815,0
EBpH3,0 Luz 0,005637 122,9 67,2 198,0
AT®  0,004589 151,013 69,0 2555

Escuro  0,000663 1045,2 70,0 1815,0
EBpH40 Luz 0,006061 114,3 69,9 198,0
AT®  0,020574 337 932 131.0

Escuro  0,000788 879,4 76,0 1815,0
EPPpH2,2 Luz  0,008534 118,8 62,8 116,0
AT®  0,00284 2440 49 4 279.5

Escuro  0,000664 1043,7 70,0 1815,0
EPPpH3,0 Luz  0,006564 105,6 53,3 116.0
AT®  0,004704 147,3 63,4 2135

Escuro 0,001125 616,0 87.0 1815,0

EPPpH 4,0 Luz  0,007008 98,9 78,8 221,5
AT® 0,008839 78,4 84,8 255

_ Escuro 0002294 3021 98.4 18150

b

@ area do pico; °, solugdo com 600 mg/100 mL de acido tanico; ¢ tempo em que foi

retirada a aliquota final.
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Tabela 13: Efeito de luz, pH e adicdo de acido tanico a 23°C sobre os valores de

constante de velocidade de reacdo (k) e tempo de meia-vida (i) obtidos

por CLAE para a petunidina 3-arabinosideo.

Solucdo k (h™
EBpH22Luz 0,00550
AT®  0,002595
Escuro  0,000759
EBpH 3,0Luz 0,007382
AT®  0,006897
Escuro  0,000822
EBpH40Luz 0011217
AT® 0,019370
Escuro 0,001132
EPP pH 2,2 Luz 0,008460
AT®  0,004284
Escuro  0,000961
EPP pH 3,0Luz 0,008585
AT®  0,007281
Escuro 0,001866
EPP pH4,0Luz 0,009275
AT®  0,015405
_..Escuro  0,003281

® area do pico; °, solugdo com 600 mg/100 mL de &cido tanico, © tempo em que foi

retirada a aliquota final.
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tir (h)
126,0 70,4
267 1 70,6
913,0 748
93,9 76,8
100,5 82,8
843,1 ir.5
61,8 89,1
35,7 92,1
612,2 87,2
81,9 62,5
161.8 69,8
7211 82,5
80,7 63,1
95,2 78,9
371,4 96,6
747 91,3
450 96,6
212 99,9

Perda de A¥  Tempo® (h)

2215
472,0
1815,0
198,0
255,5
1815,0
198,0
131,0
1815,0
116,0
279.5
1815,0
116
213,5
1815,0
2635
255,0
1815,0



Para a malvidina 3-arabinosideo (Tabela 12), o efeito de estabilizagdo da cor
pela adig&do de acido tanico foi observado com maior intensidade a pH 2,2 das solucdes
de EB e EPP, sendo a primeira a mais estavel, com menor velocidade de
decomposigdo. Nas solugées com pH 3,0 destes extratos, foi observada uma menor
estabilizacdo, ja naquelas com pH 4,0, o acido tanico ndo se comportou como um
agente estabilizante das antocianinas, pois essas solucdes tiveram a velocidade de
reacao aumentada com a adi¢gdo do copigmento (Tabela 12). Nada foi encontrado na
literatura sobre estabilizacdo com acido tanico em pH 4,0, mas sabe-se que o0 acido
tanico € um composto instavel neste pH, o que possivelmente pode dar origem a
derivados que podem auxiliar na degradagdo fotoquimica das antocianinas. Foi
observado através dos dados obtidos por CLAE que em pH 4,0, a solugéo de EB com
acido tanico possui constante de velocidade de reagdo maior que a da solugao
preparada com EPP, como ja foi discutido anteriormente, os flavondides n&o
antocianicos que existem no EB poderiam ter um k de complexagdo com as
antocianinas menor do que o do complexo formado entre o acido tanico e a antocianina
e a presenca deste flavonoides comprometeriam a copigmentag&o da antocianina com

o acido tanico neste pH.

A petunidina 3-arabinosideo apresentou 0 mesmo comportamento, no entanto,
os tempos de meia-vida foram menores do que os obtidos com a malvidina 3-
arabinosideo possivelmente devido a menor quantidade de moléculas deste pigmento o
que dificultaria o processo de auto-associa¢do, como ja foi discutido anteriormente e
também ao maior nimero de grupos metoxilas presentes na malvidina o que

promoveria maior estabilidade desta antocianina & luz (FURTADO et al., 1993).

4.12. Estabilidade de extrato bruto e parcialmente purificado em pH 2,2, 3,0 e 4,0 &

temperatura de 50°C em auséncia de luz

As antocianinas, quando expostas a altas temperaturas, s&o rapidamente
degradadas, ou seja, perdem a cor de forma irreversivel, pois o aumento da

temperatura favorece a formacdo de chalcona que é degradada a derivados do acido
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benzdico (BROUILLARD, 1982; MARKAKIS, 1982; GARCIA-VIGUERA et al., 1998). As
solugdes de EB e EPP em pH 2,2, 3,0 e 4,0 expostas & temperatura de 50° C tiveram a
degradagdo acompanhada por espectrofotometria e por CLAE, sendo que foram
calculados a constante de velocidade de reacdo e tempo de meia-vida utilizando-se
valores de absorvancia e de area dos picos obtidos por CLAE, considerando-se a

degradagao das antocianinas como reacdo de primeira ordem (Figura 15).

Mesmo com os gréficos (Figura 15) das solugbes de EB e EPP em pH 4,0
expostas a 50°C néo sendo caracteristicas de primeira ordem como as mesmas em pH
2,2 e 3,0, considerou-se, para efeito comparativo, a degradagdo em pH 4,0 como de
primeira ordem. As solugdes de EB e EPP em pH 4,0 quando expostas a temperatura
apresentaram colorag&o marrom visualmente mais intensa do que as solugOes expostas
a luz dos experimentos anteriores logo no inicio da exposi¢cao, 0 que poderia ter
interferido na forma dos graficos. No entanto, para os calculos de k e tip, foram
utilizadas as equacgdes de primeira ordem, pois, para estudos de estabilidade ao calor,
outros autores tém utilizado essas equagdes (DARAVINGAS & CAIN, 1965, 1968:
BROUILLARD, 1982; CEREMOGLU et a/., 1994: RODRIGUEZ-SAONA et al.,1999)

A Tabela 14 mostra que os valores de comprimento de onda de absorcéo
maxima, de modo geral, ndo variaram de forma significativa apods aproximadamente
50% de perda de absorvancia, com exceco das solugGes de EB e EPP em pH 4,0 que
tiveram a forma do espectro original alterada, perdendo o pico de absor¢do maxima
devido ao surgimento de coloragéo marrom visualmente mais intensa que a observada
nos experimentos de estabilidade a luz a 23°C, como ja comentado anteriormente.

De acordo com os valores de constante de velocidade de reacao e tempo de
meia-vida obtidos por espectrofotometria apresentados na Tabela 14, as solugdes
preparadas com EB s&o mais estaveis do que as preparadas com EPP nos mesmos pH
devido a presenca de flavondides ndo antocianicos. Como ocorreu nos experimentos de
estabilidade a luz, as solucdes de EB e EPP em pH 4,0 apresentaram constantes de

velocidade de reacdo menores que aquelas com pH 2,2 e 3,0, pois nesse experimento
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a 50°C, houve a formagéo de cor marrom mais intensa do a obsrvada nos experimentos
com exposigéo a luz interferindo na andlise espectrofotométrica.

Tabela 14: Efeito de temperatura e pH em auséncia de luz sobre 0s valores de Amax vis
inicial e final, constante de velocidade de reacéo (k) e tempo de meia-vida
(t1r2) para as solugcdes de EB e EPP.

Solugéo A max vis k (h™) tie (h)
STPSURVRROROOR | ; (- | IRETRREN - | ;- | SRR

EB pH 2,2-50°C 522 524 0,003871 1791
23°%C 522 522 0,000519 13353

EB pH 3,0-50°C 524 520 0,004522 1533
23°C 524 524 0,000405 1712,8

EB pH 4,0- 50°C 528 s/ pico® 0,00242 286,4
23°C 528 s/ pico® 0,000284 2441,9

EPP pH 2,2-50°C 520 522 0,009592 72,2
23°C 520 520 0,000543 1277,2

EPP pH 3,0-50°C 520 520 0,009601 729
23°C 520 520 0,000395 1754,0

EPP pH 4,0-50°C 524 s/ pico® 0,007053 98,3
23°C 524 s/ pico® 0,000302 22949

, ndo foi detectado pico pelo do espectrofotometro.
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Figura 15: Efeito de temperatura (50°C) e pH na estabilidade das antocianinas dos
extratos bruto e parcialmente purificado em pH 2,2, 3,0 e 4,0. #, solugcdes expostas a
temperatura de 50°C em auséncia de luz; ®, solugGes expostas a temperatura de 23°C
em auséncia de luz.

A Tabela 15 mostra os valores de constante de velocidade de reacdo e tempo de
meia-vida para a malvidina 3-arabinosideo obtidos por CLAE. As solugdes de EB se
mostraram mais estaveis que as de mesmos pH preparadas com EPP devido a
presenca de flavondides ndo antocianicos que se complexam com as antocianinas
estabilizando as formas coloridas. No pH 2,2, a malvidina 3-arabinosideo se mostrou
mais estavel que nos outros pH, seguido do pH 3,0 e 4,0, tanto nas solugées de EB,

quanto nas de EPP. A petunidina 3-arabinosideo (Tabela 16) apresentou o mesmo
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comportamento, mas com valores de k maiores que aos encontrados para a malvidina

3-arabinosideo devido as diferengas na estrutura e de concentragéo, como discutido
anteriormente.

Comparando-se esses valores de constante de velocidade de reacdo destes
pigmentos com os obtidos no experimento de estabilidade a luz (item 4.8, tabelas 5 e
6), percebe-se que a temperatura de 50°C diminui a estabilidade dessas antocianinas
de forma mais intensa que a luz, pois as mesmas apresentaram velocidades de reagao
maiores quando expostas a 50°C.

Tabela 15: Efeito de temperatura e pH em auséncia de luz sobre valores de constante
de velocidade de reacdo (k) e tempo de meia-vida (t1) obtidos por CLAE

para malvidina 3-arabinosideo.

Solugéo k (h™) tiz(h)  Perdade Arf(%) Tempo® (h)

EB pH 2,2-50°C  0,01064 65,1 63,0 93,5
23°C  0,000558 1241,0 62,9 1776,0

EB pH 3,0-50°C  0,01574 44,0 77,1 93,5
23°C  0,000730 9488 72,7 1776,0

EB pH 4,0-50°C  0,01970 35,2 74,3 69,0
23°C  0,000800 866,3 75,8 17760

EPP pH 2,2-50°C  0,01894 36,6 72,9 69,0
23°C  0,000928 7463 84,9 1776,0

EPP pH 3,0-50°C 0,017819 33,8 60,2 45,0
23°C  0,001109 625, 1 86,1 1776,0

EPP pH 4,0-50°C  0,0304 22,8 74,6 450
23°C  0,001661 4173 948 17760

2 area do pico; °, tempo em que foi retirada a aliquota final.
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Tabela 16: Efeito da temperatura e pH em auséncia de luz sobre valores de constante
de velocidade de reagdo (k) e tempo de meia-vida (t;) obtidos por CLAE
para a petunidina 3-arabinosideo.

Solugso k (h™) tiz (h)  Perda de Ar* (%) Tempo® (h)
EBpH 2,2-50°C 0,01278 54,2 69,7 93,5
23°C  0,000633  1094,7 67,5 1776,0
EB pH 3,0-50°C  0,0124 55,9 81,5 93,5
23°C  0,000973 712,0 82,2 1776,0
EB pH 4,0-50°C  0,02815 246 85,7 69,0
23°C  0,002073 3343 75,0 1776,0
EPP pH 2,2-50°C  0,04537 15,3 95,6 69,0
23°C  0,001909 636,1 96,6 1776,0
EPP pH 3,0-50°C 0,098579 7.0 98,8 45,0
23°C  0,003271 211,9 99,7 1776,0
EPP pH 4,0-50°C  0,01312 528 99,7 45,0
23°C_ 0,003572 194,0 998 17760

% d@rea do pico; °, tempo em que foi retirada a aliquota final.

Estes resultados estdo em concordancia com os encontrados por varios autores
que verificaram que aumentando-se a temperatura, o equilibrio das formas antocianicas
€ deslocado no sentido de formacdo de chalcona que é clivada formando varios
compostos que podem reagir dando origem a produtos de degradacdo de cor marrom
por mecanismo ainda pouco elucidado (BROUILLARD, 1982: PIFFAUT et al., 1994
INAMI et al., 1996; GARCIA-VIGUERA et a/, 1998; RODRIGUEZ-SAONA et al., 1999).
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4.13. Estabilizagéo de extrato bruto e parcialmente purificado com &acido tanico em pH
2,2, 3,0 e 4,0 & temperatura de 50°C em auséncia de luz

O &cido tanico provocou efeito hipercromico e deslocamento batocrdmico nas
solucdes de EB e EPP em pH 2,2, 3,0 e 4,0, como ja foi discutido em 4.11. Para obter
os valores de velocidade de reacdo e tempo de meia-vida foram utilizadas equacdes
para reagbes com cinética de primeira-ordem (BROUILLARD, 1982; CEREMOGLU et
al, 1994). De acordo com os graficos na Figura 16, as solu¢des de EB e EPP em pH 4,0
n&o apresentaram retas perfeitas (valor de R? esta baixo se comparado com as outras),
mas essa degradacao foi considerada de primeira ordem.

Como ja foi discutido em 4.12, compostos de degradacdo de cor marrom
surgiram logo no inicio do experimento e alteraram a forma do espectro destas
solugbes, fazendo com que o pico na regido do visivel ndo fosse detectado. Em
comparagao com a Figura 15 em 4.12, essas curvas das solugdes em pH 4,0 da Figura
16 estdo melhores, sendo possivel se verificar uma reta, pois assim que o espectro teve
sua forma alterada pela interferéncia dos compostos de degradacéo sem observagao
de pico no visivel, foi realizada a leitura final antes mesmo de se atingir 50% de perda
de absorvancia.

As solucbes adicionadas de acido tanico, nos pH 3,0 e 4,0, ou seja, aquelas em
que se notou efeito hipercromico com maior intensidade, apresentaram uma queda
intensa na absorvancia no inicio do experimento (intervalo de 12 horas), provaveimente
esse fato se deve nao a degradacdo da antocianina, mas ao efeito da temperatura que
pode desfazer o complexo pigmento/copigmento diminuindo o efeito hipercromico do
copigmento (BROUILLARD et al., 1989; BARANAC et al., 1997,).
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Figura 16: Efeito de temperatura (50°C), pH e adicdo de acido tanico na estabilidade
das antocianinas dos extratos bruto e parcialmente purificado em pH 2,2, 3,0
e 40. & solucdes expostas a 50°C em auséncia de luz; =, solugdes
expostas a 23°C na auséncia de luz; A, solugbes adicionadas de acido
tanico (600 mg/ 100 ml) expostas a 50°C em auséncia de luz.
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Os resultados obtidos por espectrofotometria (Tabela 17) se mostraram
incoerentes também neste caso, devido a interferéncia dos compostos de coloragio
marrom formados durante a exposi¢do das antocianinas ao calor, desta forma, os
resultados obtidos por CLAE foram analisados mais detalhadamente. De acordo com a
Tabela 17, as solucdes de EB e EPP sem a adicdo de acido tanico apresentaram a
ordem de estabilidade alterada, sendo as solugdes em pH 3,0 e 4,0 mais estaveis que
as mesmas em pH 2, 2. Todas as solugbes adicionadas de acido tanico apresentaram
comprimento de onda de absor¢do maxima deslocado para 538 nm, que com o
decorrer do experimento foi diminuindo, com exce¢ao das solugdes em pH 4,0 que ndo
apresentaram pico de absor¢do maxima. As solugdes de extrato bruto em pH 2.2 se
mostraram muito estaveis com a presenga do copigmento com um tempo de meia-vida
de 326,3 h. Ja as solugdes de EB pH 3,0 e 4,0 apresentaram k maior com a presenca
do acido tanico do que sem, como ocorrido nos experimentos de estabilizagdo na
presenca de luz. As solugdes de EPP pH 2,2 e 3,0 apresentaram k diminuido com a
adicdo do copigmento, mas a solugao em pH 4,0, apresentou k aumentado com a
adicdo do mesmo.

Na Tabela 18 estdo apresentados os valores de velocidade de reacdo e tempo
de meia-vida para a malvidina 3-arabinosideo calculados a partir das areas dos picos
obtidos por CLAE referentes a esse pigmento. As solugdes sem copigmento de EB se
mostraram mais estaveis que as preparadas com EPP também sem copigmento, sendo
a solucéo de EB em pH 2,2 a mais estavel, como observado em 4.11. Com a adigdo de
acido tanico, a solugdo de EB em pH 2,2 apresentou um tempo de meia-vida
praticamente duas vezes maior que a mesma sem o copigmento, mas as solugbes de
EB em pH 3,0 e 4,0 tiveram o k aumentado com a adi¢éo. Possivelmente, o &cido tanico
pode estar complexando com os flavondides n&o antocianicos ficando impedido de
participar da copigmentacdo com as antocianinas. YOON et al. (1998) também
encontrou que o acido tanico, mesmo sendo o copigmento que provocou maior efeito
hipercrdbmico entre os analisados, ndo melhorou a estabilidade a temperatura de 70°C
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em pH 3,0 de solugdes obtidas de uma variedade de arroz coreano pigmentado, apesar

de retardar a fotodegradagéo neste mesmo pH.

Como observado em 4.11, as solucdes de EB com &cido tanico em pH 4,0 se
mostraram menos estaveis que as de EPP com &cido tanico, possivelmente devido ao k
de complexag&o do &cido tanico com antocianina ser maior que o dos flavondides nao
antocianicos, sendo que neste pH, a presenca destes flavondides impossibilita a

copigmentagéo eficaz do acido tanico.

As solugbes de EPP apresentaram valores de constante de velocidade de reagao
menores com a adi¢do de acido tanico, mas em pH 4,0, a malvidina 3-arabinosideo
teve sua estabilidade diminuida com a adicdo do copigmento. A petunidina 3-
arabinosideo apresentou 0 mesmo comportamento que a malvidina 3-arabinosideo, so
que com valores maiores de k, devido a diferencas na estrutura e de concentragéo,
como ja discutido.
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Tabela 17: Efeito de temperatura, pH e adicdo de acido tanico em auséncia de luz

sobre os valores de Amax vis iNicial e final, constante de velocidade de reacao

(k) e tempo de meia-vida (t1,2) para as solucdes de EB e EPP

Solugéo A max vis
. Inicial Final_
EB pH 2,2-50°C 522 524
AT-50°C 538 532
23°C 522 524
EB pH 3,0-50°C 524 524
AT-50°C 538 530
23°%¢ 524 524
EB pH 4,0-50°C 528 s/ pico®
AT-50°C 538 s/ pico®
2396 528 s/ pico®
EPP pH 2,2-50°C 520 520
AT-50°C 538 530
23°C 520 520
EPP pH 3,0-50°C 520 520
AT-50°C 538 536
28°%¢C 520 520
EPP pH 4,0-50°C 524 s/ pico®
AT-50°C 538 s/ pico®
23°C 524 s/ pico?

? nao foi detectado pico pelo do espectrofotometro.

k (h™)

0,00.5b27
0,002124
0,000309
0,003656
0,005577
0,000282
0,004539
0,0110964
0,000268
0,011159
0,00364
0,000379

0,01108205

0,008052
0,000369
0,005239

0,01196
0,000308

tiz (h)

137,9
326,3
2240,9
189,6
124,3
24648
152,6
62,5
25828
62,1
190,4
1828,5
62,534
86,1
1880,3
132,3
57,9
22496
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Tabela 18: Efeito de temperatura, pH e adicdo de &cido tanico em auséncia de luz

sobre valores de constante de velocidade de reagéo (k) e tempo de meia-

vida (t12) obtidos por CLAE para a malvidina 3-arabinosideo.

Solugéo k (h™"
EB pH 2,2-50°C  0,008381
AT®-50°C  0,005082
23°C  0,000508
EB pH 3,0-50°C  0,008579
AT®-50°C  0,009645
23°C  0,000746
EB pH 4,0-50°C  0,010975
AT>-50°C  0,037145
23°C  0,000820
EPP pH 2,2-50°C  0,011307
AT"-50°C  0,006087
23°C  0,000661
EPP pH 3,0-50°C  0,013377
AT>-50°C  0,009666
23°C  0,000896
EPP pH 4,0-50°C  0,019528
AT>-50°C  0,021954
23°C  0,001285

, area do pico;
retirada a aliquota final.

® solugdo com 600 mgI‘IOO mL de acndo tanico g tempo em que foi

tiz ()

82,7
136.4
1364,2
80,8
71,9
929,0
63,1
18,7
854,3
61.3
113,8
1048,4
51,8
71,7
773,4
35,5
31,6
1539,2
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Perda de Ar® Tempo (h)

(%)

75,2
79.3
69,4
77,8
81,4
82,4
53,9
96,9
90,9
54,9
68,4
78,5
61,1
59,5
87,6
74,8
87,2
95,0

166,5
309,5
2328,0
190,5
165,5
2328,0
70,5
93,5
2328,0
70,5
189,5
2328,0
70,5
93,5
2328,0
70,5
93,5
123280



Tabela 19: Efeito da temperatura, pH e adicdo de acido tanico em auséncia de luz

sobre valores de constante de velocidade de reacdo (k) e tempo de meia-

vida (t1,2) obtidos por CLAE para a petunidina 3-arabinosideo.

Solugéo

EB pH 2,2-50°C
AT®-50°C

28°C

EB pH 3,0-50°%
AT®-50°C

23%C

EB pH 4,0-50°C
AT"-50°C

23°%

EPP pH 2,2-50°C
AT®-50°C

3¢

EPP pH 3,0-50°C
AT®-50°C

23°C

EPP pH 4,0-50%
AT®-50°C

230

k (h™)

0,007499
0,006367
0,000649
0,008891
0,011468
0,001003
0,018415
0,044990
0,002147
0,025381
0,007455
0,000842
0,055259
0,018287
0,001718
0,077012
0,041569
0,002885

tiz (h)

92,4
108,9
1067,8
77,9
60,4
690,7
37,6
15,4
320,1
27,3
93,0
823,0
12,5
37,9
389,7
9.0
16,7

retirada a aliquota final.
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2402 999
® &rea do pico; °, solugdo com 600 mg/100 mL de &cido tanico; ¢, tempo em que foi

(%)
71,3
86,1
78,0
81,6
85,0
90,3
72,7
98,5
99,3
83,3
757
85,9
98,0
81,9
98,4
99,6
97,9
#0

Perda de Ar® Tempo® (h)

166,5
309,5
2328,0
190,5
165.5
2328,0
70,5
93,5
2328,0
70,5
189,5
23280
70,5
93,5
2328.,0
70,5
93,5
2328,0



4.14. Estabilidade e estabilizagdo com &cido tanico de extrato bruto e parcialmente
purificado em iogurte & temperatura de 8°C

Cor € um fenémeno fisico-sensorial que esta diretamente relacionado ao objeto
em questao ou pigmento, a fonte iluminadora e ao observador. Para a descricao
detalhada da coloragéo de um objeto, & necessaria a andlise de trés atributos da cor: a
sua tonalidade (vermelha, verde, azul etc.), luminosidade (clara e escura) e saturagao
(pureza da cor). Para acompanhar a alteracio de cor de logurtes coloridos com extratos
antociancios (EB e EPP) apds 21 dias de exposicdo 2 temperatura de 8°C, fez-se
necessario o uso de medidas colorimétricas pelo fato destas permitirem uma
observac&o das alteracées sem erros inerentes a interpretagéo visual, como efeito de
mudanca de fonte e de observador.

De acordo com GONNET (1998), as medidas de cor em escala CIELAB séo mais
adequadas para se verificar diferencas de cor entre solugdes antocianicas com ou sem
a presenca de copigmento do que apenas as medidas de diferencas de comprimento
de onda de absorcdo maxima e absorvancia. No presente trabalho, as medidas em
escala CIELAB e CIELCH, obtidas através de um colorimetro triestimulo, se mostraram
eficientes para comparacdo de diferencas de cor que ndo seriam perceptiveis
visualmente em iogurtes coloridos. GONNET (1999), em estudo de copigmentacéo,
encontrou que as alteraces na absor¢do ocorridas no Amaxvis das solucdes de
antocianinas nao representam as variagdes de cores percebidas por um observador
humano, por issoc 0 mesmo autor concluiu que para estudar os efeitos da adicdo de
copigmentos com o intuito de utiliza-los como aditivos em alimentos para melhorar a
coloracao de produtos com antocianinas, deve-se realizar o estudo através de escalas
colorimétricas, pois as mesmas consideram os atributos da percepgdo de cores.
SKREDE ef al. (1992), em estudo de estabilidade com xaropes de morango e
“blackcurrant”, verificaram que a degradagio de antocianinas livres ndo tem impacto
imediato na mudanca visual da cor do produto.
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Na Tabela 20 estdo apresentados os valores das medidas de cor nas escalas
CIELAB e CIELCH dos iogurtes adicionados de EB e EPP com e sem &cido tanico apds
9 e 21 dias a 8°C em auséncia de luz. Os valores de L* correspondem a luminosidade e
a* e b* s&o valores de coordenadas de cor, sendo a* referente ao eixo que vai do verde
(-a*) ao vermelho (+a*) e b* ao eixo que vai do azul (-b*) ao amarelo (+b*). Os valores
de C* (“chroma”) se refere a saturacao da cor e h (*hue angle”) ao angulo da tonalidade
da cor que é um valor expresso em graus. O valor h igual a 0° equivale vermelho (a*),
90° ao amarelo (b*), 180° ao verde (-a*) e 270° ao azul (-b*).

A Tabela 21 apresenta as diferen¢as colorimétricas entre os diferentes iogurtes
coloridos com EB e EPP com e sem &cido tanico no periodo de 21 dias nas escalas
CIELAB e CIELCH. Os valores de AL s&o referentes a luminosidade e Aa* e Ab* as
coordenadas de cor; AE € um valor que indica o valor da diferengca sem indicar a
direcdo, AC* indica a diferenca de saturacdo e AH, diferenca de tonalidade. Para o
calculo das diferencas de cor para cada iogurte colorido com EP e EPP apés periodo
de 21 dias a 8°C, foi utilizado como referéncia o iogurte no tempo inicial, portanto as
diferencas apresentadas s&o entre 0 e 9 e 0 e 21 dias. Para os iogurtes adicionados de
acido tanico, foram calculadas diferengas entre o iogurte no tempo inicial sem o acido
tanico e 0 mesmo com &cido tanico e também as diferencas entre 0 e 9 e 0 e 21 dias

dos iogurtes adicionados de copigmento.

Os valores de L* a* e b* (Tabela 20) dos iogurtes coloridos com EB e EPP no
tempo inicial (0 dia) indicam que os coloridos com EPP s&o mais luminosos, com mais
tonalidade de vermelho e amarelo do que os mesmos com EB, possivelmente devido as
diferengas de composigdo entre o extrato bruto, que possui outros compostos, e
parcialmente purificado e também as diferengas nas concentragbes utilizadas para

colorir os iogurtes.

Os iogurtes coloridos com EB armazenados a 8°C apresentaram, de modo geral,
maiores alteragdes na cor apds 21 dias do que aqueles adicionados com EPP. Os
iogurtes, tanto os de EB quanto EPP, apresentaram altos valores de luminosidade
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(acima de 70) e valores menores de a* e b* devido as proprias caracteristicas de um

iogurte colorido que geralmente se apresenta com cor rosada palida.

Tabela 20: Coordenadas de cor em escala CIELAB e CIELCH (D65/ 10°%) para iogurtes
coloridos com EB e EPP armazenados a 8°C com e sem adig&o de acido tanico.

AMOSTRA  DIAS  L* = b~ C*  hab
EB-1 0 73,95 4,96 0,18 4.96 2.08
9 74,00 4.42 0,87 4,50 11.14

21 74,16 417 1,10 497 1478

EB-2 0 74,46 478 0,41 480 490
9 74,53 4,21 1,11 435 14,77

21 74,65 4,16 1,44 4 40 19.09

EB-AT®-1 0 70,20 7,06 2,18 7.39 17.16
9 70,53 6,79 -1,97 7.07 16,18

21 70,62 6,78 -2,06 7.09 16.90

EB-AT?-2 0 70,46 7,13 2,22 7.47 17.29
9 70,60 8,53 -1,82 6.78 1557

21 70,90 6,62 -1,84 6.87 16,53

EPP-1 0 77,36 512 1,84 5.44 19.77
9 7,72 4 68 2,19 517 25.08

21 77,68 454 2,30 5.09 26,87

EPP-2 0 77,04 5,84 1,73 6.09 16.50
9 77,55 5,36 2,05 574 20.93

21 77,15 4 99 2,10 5.41 22 .82

EPP-AT®-1 0 74,28 528 0,94 5.36 10.09
9 74,45 516 1,09 527 11.93

21 74,09 5,07 1138 519 12.56

EPP-AT?-2 0 74,36 5,09 0,90 517 10.03
9 74,51 5,08 1,02 518 11,35
21 74,03 506 115 519 1280

e

® AT, &cido tanico na concentragéo de 600 mg/ 100 mL.
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Tabela 21: Diferengas de cor em escala CIELAB e CIELCH (D65/10°% entre iogurtes
coloridos com EB e EPP com e sem acido tanico.

AMOSTRA DIAS  AL*  Aa*  Ab*  AE*  AC*  AH*
EB-1 0-9° 0,05 -0,54 0,69 0,88 -0,46 0,75
0:21° 0,21 0,79 0,92 1.23 0,79 1,02
EB-2 0-9° 0,07 -0,57 0,70 0,91 -0,45 0,62
0e24° 0,19 -0,62 1,03 1,22 -0,40 1,14
EB-AT?-1 0-0¢ -3,75 21 -2.36 4,90 2,43 2,02
0-9° 0,33 0,27 0,21 0,48 0,32 012
0:2¥° 0,42 -0,28 0,12 0,52 0,30 -0,03
EB-AT?-2 0-0¢ -4.00 235 2,62 533 2,67 2,30
0-9° 0,14 -0,60 0,40 0,73 -0,69 -0.05
0-21° 0,44 -0,51 0,38 0,77 -0,60 0,22
EPP-1 0-9° 0,36 0,44 0,35 0,67 -0,27 0.49
0-21°¢ 0,32 -0,58 0,46 0,81 -0,35 0,85
EPP-2 0-9° 0,51 -0,48 0,32 0,77 0,35 0,46
G-24° 0.11 -0,85 0,37 0,93 -0.68 0,63
EPP-AT®-1  0-0° -3,08 0.16 -0,90 2,21 -0,08 -0,90
0-9° 0,17 -0,12 0,15 0,26 -0,09 0,17
0-29° -0,19 -0,21 0,19 0,34 -0,17 0,22
EPP-AT?-2  0-0° -2,68 0,75 -0.83 290 -0,92 0,62
0-9° 0,15 -0,01 012 0,19 0,01 0,12

021° 033 -003 025 042 002 030

audo tanlco na concentragao de 600 mg! 100 mL b 0-9, dn'erenga de cor entre

iogurte no dia 0 e 9; ¢, 0-21, diferenca de cor entre o iogurte no dia 0e21:9 00
diferenca de cor entre o iogurte sem acido tanico no dia 0 e entre o iogurte com acido

tanico no dia O.

A partir dos valores de L* a* e b* apresentados na Tabela 20 e também dos
valores das diferencas AL*, Aa* e Ab* na Tabela 21, é possivel perceber um aumento

de luminosidade, diminuic&o da cor vermelha e aumento da cor amarela com o decorrer
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do tempo. O aumento da luminosidade ocorre paralelamente ao desaparecimento da
cor com o tempo devido a degradagéo das antocianinas que colorem os iogurtes. No
caso dos iogurtes coloridos com EPP, observou-se um aumento da luminosidade maior
entre os dias 0 e 9 e uma diminuigdo entre S e 21. Esses dados estdo de acordo com
os encontrados por outros autores (DUHARD et al, 1997: GARCIA-VIGUERA &
BRIDLE, 1998) que, em estudos de estabilidade de antocianinas, verificaram um

aumento da luminosidade, diminuicdo de a* e aumento de b*.

Na Tabela 21 estdo apresentados os valores de AE* (escala CIELAB) que se
referem ao valor das diferengas de cor ocorridas nas amostras. Os iogurtes com EB
apresentaram valores de AE* apos 21 dias a temperatura de 8°C maiores que o0s
valores dos iogurtes com EPP (Tabela 21), o que significa que as variagdes, de modo
geral e sem indicar a diregdo das mesmas, foram maiores para os iogurtes coloridos
com EB. Porém, os valores apresentados pelos iogurtes coloridos por ambos os
extratos (menores que 1 para EPP e menores que 1,3 para EB) sdo considerados
pequenos, pois nao foi possivel, apds periodo de 21 dias, a percepgdo visual de
alteracGes na coloragdo destes iogurtes. Em experimentos de estudo de cores com
solucbes de cianina e também desta com copigmento, GONNET (1998) considerou
como “threshold” o valor AE* igual a 1, ou seja, abaixo deste valor, as alteracdes
encontradas por ele s&o imperceptiveis visualmente. Apesar da diferenca de cor AE*
terem sido menores para os iogurtes com EPP, estes se mostraram com uma grande
alteragdo percebida visualmente que deixou o iogurte com aparéncia comprometida
(sinerese). Ja os iogurtes coloridos com EB ndo sofreram esse tipo de alteragao e a cor

se manteve visualmente estavel.

Os valores de AC* (Tabela 21) mostraram que, tanto para os iogurtes com EB
quanto os com EPP, a tendéncia foi a diminui¢do da saturacdo da cor com o decorrer
do tempo. Os valores de AH* para os iogurtes de EB e EPP mostraram uma tendéncia
de aproximagdo da tonalidade em direcdo ao amarelo no decorrer do experimento,

sendo que essa tendéncia foi mais acentuada nos iogurtes coloridos com EB. As
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alteracdes ocorridas nos iogurtes com EB e EPP eram esperadas, pois no pH destes
logurtes (pH 4,0), as formas antocianicas mais abundantes s3o as incolores
(BROUILLARD, 1982) que sédo mais susceptiveis a degradagdo. Portanto, com o
desaparecimento da cor vermelha e azulada das formas coloridas, ha o surgimento de
cor amarela devido a formag&o de chalcona e também de compostos de degradacgéo
(SKREDE et al., 1992; DUHARD et al.,1997; GARCIA-VIGUERA & BRIDLE, 1998)

Comparando-se os valores de L* a* e b* (Tabela 20) e os de AL* Aa* e Ab*
(Tabela 21) dos iogurtes adicionados de EB e EPP no tempo inicial (O dia) com os
mesmos adicionados de acido tanico também no tempo inicial, percebe-se uma
diminuicdo da luminosidade (L*), ou seja, a cor ficou mais escura, € mudanca de
coloracdo em direcdo ao azul e vermelho relacionadas a presenca do copigmento.
Essas alteracGes foram percebidas visualmente, fato que se reflete pelos valores de
AE* (Tabela 21) que foram mais elevados do que os valores das diferengas entre O e 21

dias dos mesmos iogurtes com e sem acido tanico.

Os iogurtes coloridos com EPP mostraram valores de diferenca de cor AE*
(Tabela 21) apds a adigéo do copigmento menores do que os encontrados nos iogurtes
com EB. Nos iogurtes, o fato das diferengas AE* referentes ao copigmento serem
menores naqueles com EPP do que com EB n&o significa necessariamente que a
copigmentacéo tenha sido mais eficiente naqueles com EB, apenas indica que a
percepgao da cor apos a adig¢do do &cido tanico € mais intensa no iogurte colorido com
EB.

Os valores de AC* (Tabela 21) para os iogurtes com EB indicam que a adi¢&o do
copigmento provocou aumento da saturac&o, ou seja, a cor se tornou mais pura e os
valores de AH* indicam que o angulo de tonalidade da cor mudou em direcéo ao
amarelo. Ja para os iogurtes com EPP, os valores de AC* indicam que a adig&o do
copigmento provocou uma diminui¢do na saturagdo e os valores de AH*, uma mudanca
do angulo de tonalidade em diregdo ao eixo +a*, que equivale ao vermelho. De modo

geral, a adicdo melhorou a estabilidade da cor das antocianinas, além de a ter
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escurecido e avermelhado, pois os valores das diferengcas de cor para os iogurtes
coloridos com EB e EPP adicionados de &cido tanico foram menores apds 21 dias do

que as diferencas encontradas para os mesmos sem o copigmento.

Os valores de L*, a* e b* (Tabela 20) e de AL*, Aa* e Ab* (Tabela 21) obtidos dos
logurtes adicionados de EB e acido tanico indicam que, apés 21 dias a 8°C, houve, de
modo geral, um ligeiro aumento da luminosidade (AL* de 0, 42 e 0,44 apés 21 dias) e
diminuicdo da cor vermelha e azul e aumento da cor amarela. O valor de AE* para
esses iogurtes ndo sdo valores que indicam alteragdes significativas (AE* de 052 e
0,77), o que foi confirmado pelo fato de n&o ter sido observadas visualmente alteracbes
na coloragéo apbs 21 dias. Os valores de AC* (Tabela 21) indicam que, com o decorrer
do tempo, as cores dos iogurtes com EB e &cido tanico ficaram menos saturadas e os
valores de AH* indicam que houve uma variagdo muito pequena em direcdo ao eixo +a*
(vermelho).

Os iogurtes com EPP e &cido tanico apresentaram valores de L*, a* e b* (Tabela
20) e de AL* , Aa* e Ab* (Tabela 21) que indicam que, apos periodo de 9 dias a 8°C,
houve um aumento da luminosidade, diminuicdo do tom vermelho e aumento do
amarelo. Apds 21 dias, a luminosidade diminuiu e a cor ficou menos vermelha e mais
amarelada. Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por DUHARD et al
(1997) para solugdes antociénicas de uva a pH 3,0 expostas a 80°C, que, até certo
periodo de exposigéo, a luminosidade aumentou e no final do experimento, a solugéo ja
se encontrava mais escura do que inicialmente. Os mesmos autores consideraram que,
no inicio, quando a luminosidade aumentou, as formas coloridas das antocianinas
foram degradadas resultando em diminuigio de vermelho e no final do experimento, os
produtos de cor marrom que se formam apds degradacdo da chalcona deixaram a
solugcdo mais escura que inicialmente.

Os valores de AE* (Tabela 21) para os iogurtes com EPP e acido tanico indicam
que as variacdes ocorridas na cor foram menores que para os coloridos com EB e acido

tanico apds 21 dias. Como ja foi discutido, os valores da diferenca de cor AE* obtidos
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para os iogurtes coloridos com EB e EPP copigmentados nao refletem alteracbes
significantes, pois n&o foram visualmente notadas alteragdes nos mesmo apos 21 dias.
Da mesma forma que os iogurtes com EPP sem &cido ténico, foi observada alteragao
na aparéncia dos mesmos copigmentados (sinerese). Os valores de AH* (Tabela 21)
para estes iogurtes indicam que, de modo geral, o angulo de tonalidade foi alterado em
direcéo ao amarelo.

O comportamento apresentado pelas amostras em relagdo ao aumento de
coloragdo amarela com o decorrer do tempo ja era esperado, uma vez que as
antocianinas a pH 4,0 sdo degradadas formando compostos de coloragdo marrom.
Mesmo sendo possivel a determinagdo das alteragbes por medidas colorimétricas, as
mudancgas de cor ndo sdo consideradas significativas, uma vez que visualmente elas
sdo imperceptiveis. O extrato bruto foi mais adequado para se colorir os iogurtes,
adicionados ou ndo de copigmento, mesmo apresentando diferengas de cores maiores
que os coloridos com extrato parcialmente purificado, pois ndo provocaram alteracées
na textura apds 21 dias, ao contrario da adicdo de EPP que comprometeu a aparéncia

do iogurte.
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5. CONCLUSOES

A uva Seibel 2 apresentou teor antocianico de 500,5 mg/100 g de cascas e o seu
bagago apresentou 112, 72 mg/100 g do residuo sem sementes, viabilizando seu uso
como fonte de antocianinas, sendo que este possui pelo menos 13 antocianinas
diferentes, das quais as principais s&o a malvidina-3-arabinosideo e petunidina-3-

arabinosideo.

Entre os solventes testados, o que melhor extraiu as antocianinas foi o etanol
50% a pH 3,0 acidificado com &cido citrico. O processo de concentracdo por osmose
reversa seguido de evaporagdo a vacuo permitiu uma concentracdo eficiente sem
alterar o perfil antocianico do extrato.

Apenas a anadlise espectrofotométrica ndo foi suficiente para estudar a
estabilidade e estabilizacdo das antocianinas de bagaco de uva Seibel 2 a luz , pH e
temperatura devido a interferéncia de compostos de degradagdo de cor marrom. A
analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia se mostrou adequada para este
estudo de estabilidade e estabilizagéo, sendo possivel acompanhar a degradacédo das
principais antocianinas separadamente.

O extrato bruto tem maior estabilidade do que o parciaimente purificado quando
expostos a luz a 23°C ou & temperatura de 50°C em auséncia de luz.

Os extratos bruto e parcialmente purificado do bagaco de uva Seibel 2 se
apresentaram mais estaveis no pH 2,2, seguido do 3,0 e por ultimo, o 4,0 em

experimentos de exposi¢éo a luz e também a temperatura de 50°C.

A exposigcdo de solugdes de antocianinas do bagaco de uva Seibel 2 a luz e
também & temperatura de 50°C provocou aumento na degradacao dos pigmentos,
sendo que a temperatura de 50°C provocou maior aumento na degradacado se

comparada com a luz.
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A copigmentagdo com acido tanico na concentragdo de 600 mg/100mL se
mostrou mais eficiente em estabilizar as antocianinas do bagago em pH 2,2 do que em
3,0 e 4,0. No pH 4,0, essa concentragdo provocou diminuigdo no tempo de meia-vida
das solucOes expostas a luz e também & temperatura de 50°C.

A malvidina 3-arabinosideo apresentou maior estabilidade & luz e & temperatura
nos diferentes pH do que a petunidina 3-arabinosideo por diferengas na concentragéo e
na estrutura quimica.

O uso de medidas colorimétricas foi eficiente para descrever as alteracdes na cor
de iogurtes coloridos com os extratos bruto e parcialmente purificado, sendo possivel se
verificar a diminuicdo de vermelho e de luminosidade e o aumento do amarelo apds 21

dias a 8°C, devido a degradagao das antocianinas.

As diferencas colorimétricas foram maiores para os iogurtes coloridos com EB do
que EPP, mas nao foram percebidas visualmente alteragbes na cor destes iogurtes
coloridos com EB ou EPP.

A adicdo de acido tanico na concentragdo de 600 mg/100 mL provocou
diminuicao na luminosidade e aumento na cor vermelha. A copigmentagao provocou a
diminui¢éo das diferengas de cor apos 21 dias, quando comparadas com as diferengas

dos iogurtes sem acido tanico.

O extrato bruto se mostrou mais eficiente para colorir os iogurtes, uma vez que o
parcialmente purificado deixou os iogurtes com aparéncia comprometida no final do

experimento.
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ANEXO 3
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ANEXO 4
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Cromatograma 7: Extrato bruto obtido a partir de extracdo do bagaco com agua.
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Cromatograma 8: Extrato bruto obtido a partir de extragdo do bagaco com etanol
50%.
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ANEXO 5
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Cromatograma 9: Extrato bruto antes da concentracdo por osmose reversa.
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Cromatograma 10: Extrato bruto apds concentrag@o por osmose reversa.
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ANEXO 6
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Cromatograma 11: Extrato bruto a 536 nm.
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Cromatograma 12: Extrato bruto a 278 nm.
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ANEXO 7
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Cromatograma 13: Extrato parcialmente purificado a 536 nm.
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Cromatograma 14: Extrato parcialmente purificado a 278 nm.
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