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RESUMO

A toxidez dos corantes arvificiais vzados em alimentos
tem levado a uma Intensa procura de subsStitubos naturaie nas té-
Kic0s 0u de baixa toxidez. Entre oz aorantes naturals des uso

permitidc em alimentos estio as clorofilas & as clorofilas cnnri

cas, obleto dessse ftrabalho.

Foram preparadas clorofilas e clorofilas cupricas, &
sua resisténcia ol comparada gquanto aos efeitos da luz, ca-
LY, acidez, agentes redutores & oxidantes, cxigenic, bem ocomo

& combpinacdc de alguns desses fatpres,

5

[43]

resultados mostraram gue, ao contrério das clorofi-
las, as clorofilas cipricas mostraram~se altamente resistentes
acs efeitos da luz, meio acido, oxigénic, aguecimento, & agentes
redutores. Ambos o5 pigmentos foram rapidamente destruidos por

scao de peroxidos.

A malor estabilidade das clorofilas clpricas esté pos-
sivelmente ligada 24 estrutura do ion de cobre ligade ao anel por

. e
LELNATCG.

Fh



SUMMARY

The search for natural colors as substitutes for the

pigments used in foods has gained considerabls  ipe

a

puise since the toxicity of several artificial pigments has bhesn

Chlorophylls and their cupric derivatives have bheen
prepared and their resistance to effects of light, acids, QCEVIFRn,

heating, and reducing agent was studied.

The results have shown that while chlorophylls ars
iablle under the experimental conditions used, copper chloro-

1ighly stable. Percoxides rapidly destroved both pig-

3
o
<
P.--J
.Lw.?
et
53]
H
i

ments.

Possibly the greater stability of copper chiorophvllis
can be attributed to the structure of the copper ion in the por-

phyrin ring.



A aceitagso de un elimento & provavelmente determinada
menes pelo seu valor nutricional do gue pela sua aparéncia, cor,

saLor 8 aroma, enbora o valer nutricional devesse ser o critério

mais indicado.

& pratica de adicionar corantes a alimentos processa-

3

dos para torni-leos mals atrativos & antiga e provavelmente ini-

e

ciotu~se com 0 usc de corantes wvegetals. Com o incremento do pro-
caegsamente industrial, a adiglo de corantes tornou-se pratica o
mum £ NEeSMmeC necessaria pois a cor & certamente um dos mais impor

tantes fatores gue afetam o consumo de um alimento.

o}

Corantes sintéticos comegaram & atrair a atengio ds 1

dustria de alimentos porgue eram considerados superiores a mui-
tos corantes vegetais em forca de tintura, estabilidade, unifor-
midade ¢ disponibilidade em varias formas. Entretanto, tem sido
mostradoe gue nem todos 0§ corantes sintéticos  sic  incfensivos
guando ingeridos e a avaliagdo de gua toxicidade tem levado &
restrigbes no seu uso, bem como & retirada de muitos da lista ds

orantes permitidos, © gue fez renascer o interesse em gncontrar

£

tivas, gue seriam 08 pigmentos obtidos de fontes naturals

i

T b s
A TLERETT

58

reconhecidamente nao téuxicos.

Bntre os corantes de origem vegeital naoc téxicos, bemos
# ciorpfila gue poderis ser o substituto ideal para a cor verde
obtida com corantes sintéticos. Entretanto sua instabilidade em

meio dcido, e sua baixa resisténois ao aguecimento e luz, impe

dem seu uso emr larga escala.
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trabalhe estudar sua estabilidade face aos fcidos,  luz, calor,

0sTos yvedutores e oxidantes e oxigénio, am comparacdo com &
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Iprica guantd a sua  prepara-
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re-ze a estudos schre a clorefils o
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malor parte das publicacbes zob
fere especialmente & sua andlise, separacldoc e propriedades  o©ro-

matograficas. Assim, como em nosso trabalho ser8c feitas separa-
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¢bes, andlises e estudadas as propriedades d
&g, em COMpAaracac gom as propriedades das clorofilas, inciuimos.

nesta revisat um earto nimero de referéncias gue, nic tratando

ik

especificamente das clorofilas clipricas, serviram de szubsidic pa

E

ra sgte trabalhao.

2.k, Estrutura gulmica da clorefilas e clorofila ciprics

Arenoff (2) e Devlin (7} descreveram olito tipos de cio
rofilas existentes na natureza, clorefilas a, b, ¢, 4 e &, além

de bacterioclorofilas a e b e bacterioviridina.

Segunde Devlin {7}, as clorofilas a e b sic as mais

abundantes & sao encontradas em todos os organismos autotrofi-
cog, excsto em bacteérias pigmentadas. J& as hactericgclorofilas a

-

& b e pacterioviridina sic os pigmentos das bactérias fotossin-

E:

retizadoras,
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Segunde os referidos autores, as mel2culas de clorofi-
tag estariam unidas entre si por sua atraclc mitua, encaixsdass
gntre una camada de proteina e da lipideo, apresentando afinida-
de de cada porgao hidrofilics da molécula pela proteina e afini-

dade do radical fitila da molécula por lipideos. tende finalmen=~

te um carotendide posicionado ao longo da cadeia de fitol.

A moderna estrutures das clorefilas a 2 b fol determina

“a por Fischer {12} em 1940 gus manteve a &strutura basica por~

G T e
IATINLOE

?r}

ropesta por Willstatex (507 em 1910, conforme as Figu-

ras 1 e Z, respectlivamente.

A estrutura porfirinica proposta para as clorofilas,
conforme figura 2, possul varias posigbes reativas, segundo Aro-
woff {2} & Humphrey (19%). Tais posicOes seriam as principais res

ponsavels pelas caracteristicas guimicas das clorofilas,

Segundc cs referidos autores {2} {18}, a retirada do
atomo central de magnésic, do fltol esterificado no carbono 7 e o car-
pono 10 caro um foco de oxidacdo sao - responsdvels  respectiva-
mente, pela.perda de cor em meio acido, pela alteracae da soclu-

bilidade {atvavés da hidrdlise do éster) e pela formacgdc de pro-

dutos de oxidacas envolvendo a alomerizacas no carbone 10.

0
41

Para Bchanderl et al. {32} a formagdo dos complexos

£

i

seguia a preoporcac  esteguiometrica 4

i
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=44
}...J
i
I. A
s
11
O
o
i
£
Ly
i
it
{2
ity
o

uma melecula de pigmento livre de metal para um atomo de cobre,

conforme Tigura 4.
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2.2, Extracio &a clorofilsa

Heikal e Bl-Manawaty (17) estudaram a2 eficiéncia da ex
tragao de clorofila através de medidas de absorbancia dos axtra-
tos, & 430 nm, utilizando cinco diferentes solventes: éter de pe

crdlec, clorofdrmio, éter etilico, benzeno & acetona, sendo gue

este Glitlimo fol ¢ sclvents maiz eficisnte,
Humphrey (19} verificoun gue a acevona anhidra era U

solvente fraco para extragio de material seco ou com baixo tewy
de wmidads. Segqundo o autor, @ adiclo prévia de agua aumentou &
eficifnois da extracdc, 1& gue atuou sobre a dispersac coleoidal

da cilorofila nos cloroplastos.

Strain {37}, Sweeney e Martin {39}, White et al. (48],
Lajello gt al. (28) utilizaram acetona a B0%. Tanto © matods st
geridc pela ADAC {1} bem como o método sugeride por Westcott gt
al. {47} precenizam o usco de acetona a 85%, enguanto Schwartz et

w

1. 4§34}, SBStrain et al. {38}, Bchanderl et al. (33} e Jones gt

}?

&l. (25} utilizaram acetona 100%.

Holden {18}, Strain (37} ¢ Hynninen {20) utilizaram me
tanol para a extracao de clorofila apesar do efeito alomerizante

gesse solvente.

Hynninen e ElLfolk (21} compararam varios métodos de
sxtracido de clorofila a partir de folhas de scja € encontraram

gue o8 métodos convencionais invariavelmente Tormavam  produtos

e}

zlomerizados, possivelmente pela excessiva guanticdade de agua

presenie.



mamida (4:3:1, v/v) como solvente.,

dus et al. (41} obtiveram a partir de plantas wvardes,

pulverizadas, uma pasta de clorofila-carotenc, pela eXtracay oom

Hagiwara {(15) esxtraiu o suco de folhas ve
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Kasperskava e Semenova {26} extrairam vegetais pars
preparacic de coranuss, entre o5 guals a clorefila, com uma mis-

-

zura de &ter de petrdlec-stanol (96:4, v/iv).

2 uso de grame ou alfafa seca como matéria prima para

obtencao de clorefila fol mencionado por Humphrey (193,

2.3, Preparaqio e formagac das cloreofilas cOpricas

Aroncff (2) preparou clorefils cuprica aguecendo uma
solucido de clorofila em cloroférmico, a gual fol adicionada uma
solucdc de acetato clprice em metanol, A clorofila ciprica foi

finalmente obtlda apds eliminacdo dos lons clpricos residuails

por extragdc com dgua e cristalizada de éter-eter de petroleo.

Complexos de cobre de feoiitina & £ b foram preparados

AULOres ODSEervaran

i

iugdo etérea de cloreto cuprice. Os referide

que o complexo de feofitina b teveque ser acelerada pela adigdo



{32} obtiveram pLONENLOE contendo oo«

pre, ac adiclonarem acetato de cobre em guantidades des O & 100

és siymilar
Cheerva

formacas do complexo fol complets.

t al. {25} prepararam fecfitina de cobre pels

zdicac de soliucac L M de clorsto cupricoe {I1} 3 solucio acetini-

ca de feofitina, com agitacas constante. Para minimizar altera-
gCes oxidativas, foram adiciconados oristais de Scide  ascdrbico.
Op referidos asutores observaram gue a guelagdo fol complieta apos

i hora, seguindo a extensdo da reacao atraves de cromatografia

£

em camada delgada.

2.4. Métodos de spparacio e purificagac de clorofilas

Para a determinacido guantitativa de clorofila em extra

tos de espinafre processado, Tan e Francls {(40) empregavam colu-
nas preparadas com 70% de agucar de confeliteiro e 30% de amido,

ocbtendo a separacgao de clorofila da fecofitina.

Strain et al. (38) entre cutres, utilizgaram silicae gel

come adsorvente para cromatografia em colunas e em camada delga-

da de pigmentosg clorefilacecs. Os referides autores utilizaram
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strain et al. {38) concluolram gue os diversos
Tos eram decompostos por adscorventes siliceos, variando o grau
de dacomposicdc com o adsorvente.

Gdeffrev (22} preparou placas COM SACRrOSS DANE SeDArEYr
clorofilas e carotendides de aligas verdes e pigmentos de plantas

superiores. U autor nao observou gualguer decompozicio dos pig-

~ ]

mentos nesse adsorvente &, apds desenvolvimento em  duas  dimen-

Jones et al. {23} observaram gue a estabilidade dos

pigmentas m placas recobertas com Kieselguhr € 1mpregnada  Ccom

oim aumentou na segfencis: clorof

r
ot
il
i
s
il
';J
j T

, clorofila &, & feofitina.

Sievers & Hynninen {36} desenvolveram um método pars

separacac e identificacadc das gloreofilas a e b, feofitinas a e
b, feoforbidas a ¢ b & clorofilas 2’ e b' {isdmeros da clorofi-
la} {fiqura 4}, além dos produtos da saponificacdo da feofitina a

e b, através de cromatografia em camada delgada 2m placas de ce-

-]

ilose comercial.

Bumphrey {19} considercu a cromatografila em camada del
gada, empregando silica gel, como um método conveniente de sepa-
racio sendo as posicles dos pigmentos evidenciadas por suas pro-
prias cores. Contudo, a0 tratar as placas com anisaldeida}HESOﬁ,

o referido autor encontrou uma guantidade consideravel de mate~

B

it
\'E

J_‘._\

incolor no cromatograma.
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firinica proposta por Willstater.
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CO0- FITOL

Figura 2 - Estruturas das clorofilas a ¢ b propostas por Fischer,
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alta prezsac em umn

ofila durantse 0

te de espinafire, onde os r ides gutores utilizaram os
UV para identificacac de todos o5 pig-

LSO
Ge o 13
G0 detalhes das wodificactes de separaches em camadz delgada  de

@ Buas misturas oom carotendides; métodos para separa-
cao em placas usandoe adscrventes inorganicos tais come  silica
gel, silicatss, kieselguhr e outros: tambim separagdes em placas

felvas com adscrventes orcinicos, entre sles, sclcares, celuloss

ou polietilenc; em seu trabalho, S8stak descreveur as téocnicas
utilizadas na cromatografia com placas impregnadas com lipideos.

2.5, Determinacio de clorofila & clorofila clprica

-

Aronoff e MacKinnev {3} ressaltaram gue desde gus

h
0
ol

mostrado gue as clorcofilas em solucao possulam espectros que eram
completamente aditivos, era possivel determinar a concentryacas

das clorofilas a e b diretamente por espectrometria das solu-

£
o1
i
uw
b

vias eguaghes pa-

5.1‘\

Comar & Fschelle 68} desenvelveram ve
ra cuantificar clorofila cohtida em extratos etérecs, e gue fo-

{1} como método ofigial

.
ios gomponegntes a 2 . 08

adotaram os comprimentos de onda de 660 nmoe 642,35 nm, respechti-



Entretanta, Vernon {423 apds cuestionar a eficiéncia
£ p

dos métodes espectrofotomitricos cue Jeterminavam & extensio de
conversao de clorcefilas & feofitinas tratando o extrato acetdni-
co ome ur sistema de dols componentes, derivou varias eguagdes,

todas aplicadas somente a extratos zoeitdnicos a 80%, envolvendo

§33

lelturs da absorbincia em guatro distintes comprimentos de onda
062 nm para clorgfils a, €45 nm para cleorofila b, €6& nm pars

635 nmw para fecfitina b.

i

feofiting 2

Frager e Frankl {13} apbs separacao e identificagic dasz
ciorgfiias o extrato de espinafre fresco através da cromatogra-

i liguida dé alta pressio, deteyminaram as concentraches de

Frhy

rada componente sspectrofotometricamente, utilizando eguacdes en

£

volvendo absorbancia s absortividade.

Para determinacdc de fecofitinas de cobre {(ITI} em mis-
turas com clorofilas e feofitinas, em &ter s=tilico, White et al.
{49} utilizaram eqﬁagées derivadas a partir de procedimentos es-
pectrofotoméiricos, onde as concentracles de cada complexo foram
tas em trés dig-
tintos comprimentos de onda, 64%,.8 nom para feofitina de cobre a,

ing &.

E2B, 2 am para fecflitina de cobre b & B67.2 nm para feofi
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Segunde Lajello et al. (28), a 379C e com atividade de
agua superior a 0,32, o mais importante mecanismo de degradacio
okservade na cloreofila fol a formacho de feofitina; e com ativi-
dade de agua inferior a 6,32, a velocidade de formégéo de fecfi-

tina observada fol baixa.

Alteracoes de cor apbs congelamento e armazenagem de
vegetais contendo clorofila foram observadas por Dietrich et al.
{8}, provavelmente influenciadas pelo tempo e temperatura do
brangueamento antes do congelamento. Segundo os raferides auto-
res, tais alteracOes eram restritas a conversac de clorofila 3
fecfitina, mas Walker {45} mostrou gque oxidacdo também ocorrias

am feijdes estocados por doze meses a ~189C.

Segundo MacKinney e Jeslyn (30}, para os .COmpGneﬂtas
puros a e b da clorofila a reagao envolvendo perda de magnésio
era de primeira cordem em relacdo & concentracdo de acido e, pro-
vavelmsnte, de mesma ordem em relacac & clorefila. Os referidos
autores {(30) concluiram gue os deols protons que deslocavam © Bag
nésic deviam reagir a diferentes welocidades, &, com toda proba-
bilidade, a entrada do primeiroc hidrogénio era © passe determi-
nante da velocidade, além de observarem gue a clorofila a reagiu

de sete a nove vezes mals rapidamente gue a clorofila b.

Jones e MacRay (24}, em seus estudos sobre a fotodegra
dacao da clorcfila em microemulstes, mostraram que a melécula so
freu fotodegradacao, guande iluminada pela luz. 0s referidos au-

tores conclulram gue a reacao era de primeira ordem.

Joneg e MacRay (24} consideraram, em vista das indica-
¢oes fornecidas pelos espectros, gque o produito final formado nao

era feofitina, e nem possula a estrutura porfirinica.



Em face do possivel uso de clorofila ciprica em alimen
tos e, conseqglientemente da importancia gue teria a presenca de
ions de cobre livre no produtc, a FAO (11) sugeriu um método de
dosagem para cobre livre na clorofila cuprica, bassado na reacao
de complexagdo e precipitacdo do cobre ionizAvel com Acido rubed

nico.

2.6. Reagbes da clorofila e clorofila clprica

Clvdesdale et al. (4) constataram a oxidacac do anel
isociclico (V) {figura 5} da molécula da clorofila formando clo-
rofila alomerizada, além da ruptura do anel tetrapirrdlico para

formar produtos finals incolores.

Strain {37) estudou as reacodes de isomerizaciac e oxi-
dagio ocorrendo em folhas, in vitre, assim come o efeito de va-
rios solventes usados para tratamentos das folhas, tals como ace
tona, acstato de metila, metanol & etanol, todeos eles Iormando

produtos alomerizados da clorofila.

Hynninen {2Z0) considerou gue devido & sua excepcional
labilidade, as clorefilas sac suscetivels as varias transforma-
coes guinicas que resultam em varios produtos e isOmeros. Segun-—
do 0 autor, a presenca de um anel isociclico (V) (figura 5} d=
alta reatividade, & o responsavel por essa acventuads labilidade,
onde as formas endlicas da clorofila, no carbono 9 da molecula,
tem um papel chave no inicic do prasﬁasé de oxidacac. Hynninen

gbservou gue os produtos formades eram incolores e derivadoes da

10-alcoxi purpurina 7-lactona.
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Figura 5 - Formacdc do encl seguida da alomerizacgio.

MacKinney e Little {2%) mostraram experimentalmente
gue produtos desidratados embalados em recipientes claros sofre-~

ram fotcoxidacac e perdiam a cor.

A conversio de clorofila & feofitina além da reacio de
fotvoxidacao, ocorridas em alimentos desidratados, foram obser—
vadas por Dutton gf al. {(9}). Segundo os referidos avtores, a rea
gao de feofitinizagio fol observada em espinafre seco, com 18%

de umidade, enguantoc gue a 2,5% a resgiao aparentemente ndo ocor-

Ferli.
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Durante a formacao dos complexos de cobre, Jones et al.

{25) cbservaram gque as mudancas ocorridas rapidamente nos pigmen
tes eram devidas 2 reacdo de alomerizacidce. Os guelates alomeri-
des foram distinguides dos pigmentos nao alomerizados pelo teste

de fase, localizacdo em uma coluna de agUCar e por Suas Curvas

egpectrals.

2.7. Estabilidade da cor de clorofila e clorefila coprica

Para a manutengdo da cor verds em vegetals processados
termicamente, Clyvdesdale e Francis {5} experimentaram © usoc dg
MgCC., combinado com uma enzima gue convertia clorofila a clerofi

lida. Os resultados naoc foram suficientemente conclusivos para

sugeriyr novo tipo de processamento.

Gupte e Francis {14} combinaram o processo "HPST" com
oousoe de MgCO, e chtiveram um produto processado multo atrativo,
mas segundo os referidos autores, © problems da perda de cor du-~

rante a estocaygem ndo foi supsrado.

Clydesdale et al. (4) experimentaram a estabilizacao
da cor e do pH de vegetais verdes processados com o use de sis-
temas tamponantes, como MgCO3 e sistemas de tampao fosfato, ob-~
tendo alguma melhora na cor dos produtos, mas a estabilidade do
pH s& foi possivel com & adigdo de guantidades inaceitévels de
gals.

Tan @ Francis {40} ao estudarem o efeito da ;emperatum

ra do processamento nos pigmentes & na oor 4o espinafre, werifi-

caram gue com a introducdo da esterilizacdao por "HIST" no proces
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samento tornou-ss pessivel reduzir a destruicdo de pigmentosg.
Contudo, os autores verificaram a raplda degradacic do pigmento
durante a estocagem. 0 mesmo resultado foi obtide por Clydesdale
et al. {4} a0 experimentarem o "Frocesso Blair?, ou seja, ¢ uso
de hidroxidos de calcio e magnésio ou seus respectivos oxidos, a
fim de produzir uma elevacdo do pH no sistema, minimizande a for
macao de feofitina. Entretanto, os referidos autores observa-

ram gue c© produtc n&c mantinba sua cor durante o armazena-

mento.

FPartindce do residuo da evaporacac do suco de folhas de
cevada, Hagiwara {16) preparou um extratc alcodlico gue, diluido
em agua € levado a pH 7,2, manteve a coloragac mesmo durante o

aguecimento.

Em seu trabalho de revisao, Humphrey {19} discutiu bre
vemente a estabilidade dos complexos de feofitina e cobre. Se-
gundo © autor, €sses complexos sao resistentes & agace de  &gido
cloridrico concentrado, caracteristica gue o5 torna sSegquros para

colorir alimentos pols sao excretados intactos.

Watgson e Tom {46) estudaram a formagao de complexos es
tévgia de ions de cobre com varios cempcstés. Segundo os referi-
dos autores, a estabilidade dos complexos dependia de varios fa-
tbr&s, entre os guais: capacidade de doagdo de elétrons pele he-

terodtome 2 a coplanaridade entre os hetercitomos e o ion.

Segundo Watson e Tom (46), a tendBncia dos heterodto-
mos em doar seus pares de elétrons desempareslhados £ uma proprie
dade relativa 3 mobilidade dos el&trons da camada de valéncia,

tendo essa caracteristica, uma relagac inversa acs efeitos de po



larizacac do hetercatome. Assim, para nitrogénio, enxofre e oxi-
geénic, a ordem decrescente de mobilidade desses elétrons  desem-

parelhados &€ N> 8> Q.

Ao discutir os guelatcos de cobre e magnésio, Falk {10}
considercou gue, s& no aguecimento de uma metaloporfirina com  um

o houver substituicido do meital na metaleoporfirina, o

1§

ion metaii
produte formado € termodinamicamente mais estdvel. Essa transg-

formacie ocorre no caso de substituicgao do Mg por Cu {IX).

Segundo Falk (10}, enguanto gue magnésic ligado a anéis
poerfirinices pede ser substituido por dois prétons com HCL dilul
do, no casoc do cobre a substituicas s& se daria com 32804 concen
tradce. Conseglientemente, Falk atribuilu mailor estabilidade a Li-
gaclo do atomo de cobre em relagaoc a do magnésic, no casc  das

porfirinas.

Kearslev e Katsaboxakis {27} investigaram & possibi-
lidade do uso de corantes naturalis, entre eles, clorofila clpri-
ca Agquo~solGvel, através da avaliacao de suas estabilidades sob
diferentes condicoes de trabalho, entre elas, temperatura, pH
fa 700 & a 400C), atividade de agua, luz, sobre sclugdes de pig-
mentos pures e assim como em sistemas modelos, além de avaliarem

o emprege de clorofila ciprica como corante para alimentos.

0s resultados obtidos por Kearsley e Katsaboxakis (27)
mostraram gue a clorefila cuprica agquo-sclivel era labil
ac calor e gue guando dissolvida em Agua, dando uma scolugio alca

lina posteriormente acidificada, resultou num precipitade com

o
i

n

S5

egfiente reducdc na cor, sendc portanto mails estavel a pH al-

b

alinos.,
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A estabilidade da clorofila cuprica aguc-sclovel aumen
tou com a diminuigdo da atividade de &gua e diminuiu sensivelmen

te guande exposta & luz.

Segundo os referidos autores (27}, muitos sistemas de
alimentos parecem oferecer um efeito protetor, atd® mesmo estabi-
iizante, para ©os corantes naturais. HNos sistemas estudades, ©
dcido asedrbico mostrou ter um pegueno efelto protetor sobre 2

'_%_

pod
9!

clorofi dprica &cguo~solivel; J& uma mistura de glucose, frute
se e sacarose exerceu um consideridvel efeito protetor, compara-

vel com agueles encontrados nos sistemas acucar/famincacido, ben-

zaato de s6din, metabissulfite de sd6dic e BHA.

Kearsley e Katsaboxakis {27) investigaram ainda a apll
cacho de clorofila ciprica aguo-solivel como um possivel corante
para ervilhas congeladas a fim de substitulr & cloroiila natural

convertida & feofitina durants o brangueamento.

0s referides auvtores (27} consideraram gue a vantagenm
do uso de clorofila chprica adguo-solivel era muite limitada por-
gue esta degradou-serapidamente durante O brangueamento. fJuands
a adicio foli posterior ao brangueamento, o resultado encontrado

or seses autorses fol considerado satisfatlrio.
P
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3. MATERIAL E METODROS

3.1. matéria prima

Poram usadas folhas secas de Estevia rebaudiane {Bert.)

RBertoni provenientes de Santa Catarina e Parana, bem como folhas

frescas de espinafre adguirido no comércico local.

3.2. Eguipamento

~ Repectrofotdmetro visivel-ultravicieta, UNICAM B0O0D.

- Banho de Agua, com termostato, precise até (0,590, da

marca Braun.
— Balanca analitica Mettler.
~ Balanga técnica de laboratbrio.

- Lampadas fluorescentes, da marca Osram, 40 watts, luz

o dia, 2500 lm {fluxc luminosol.

£

- Liguidificador.
- Evaporador rotatério, Buchler.

- Egquipamento de vidro usual de laboratbric guimice como

bégueres, erlenmeyers, baldes, tubos, etc.

~ Bxtrator tipo Soxhlet.
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Todos 08 reagentes usados foram da marcd Merck, puros
ou foram produtos comerciais purificados no laboratorio conforme

rérnicas usuais descritas por Vogel {43},

3.4, Extracio

3.4.1. Preparacdc do extrato acetdnico das folhas frescas de es-

pinafre (Spinacia oleracesa)

cuatrocentos € trinta gramas de folhas frescas & lim~
pas de espinafre foram trituradas em liguidificador com 1 litre
de acetona resfriads a 10-129C e com 43 gramas de carbonato de

calcio.

O material extraido no ligquidificador foi filtrado em
Buchner e o residug, apbs lavagem com acetona, foi reextraldo,
filtrado e lavado com mais acetona atd que o residuo nac mals
apresentasse coloracae verde elevada. Todas as operacoes foram

feitas ap abrigo da luz.

Os extratros foram combinados e o volume total obtido
foi de 2 litros. O extrato foi resfriado a 109C, filtrado do re-
sidue cercso formado e o filtrado fol evaporado & seco em evapos

vador rotatorico a 40-452C.

et v

=

0 residuc verde-—escuro, de consisténcia Cerosa, o

bund
4

feixwado sob vicuo, em silica. Uma aliguota do wroduto fol croma-

rocratado em placa de silica gel €0 &G, 0,45 mm, € desenvolvida
S = 4 .
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com hexanc-benzeno-ctancl, 100:20:7 {viv}, até gue a Ifrente do
aplvente tivesse corrido 15 om. A placs esth reproduzida na figu

ra 28, Foi também obtideo o espectro UW-visivel do extrato em acs

3.4.2. Preparacac do extrato cleoroférmico das folhas secas de

Estevia rebandiana

A escolha de cloroférmic como solvente para extracho
de mlorofila foi baseada no resultadc de ensalos preliminares em
gque foram comparadas as absorbincias a 660 nm d05 SELIatos feol -

tos oom ciorofbrmio, acetona e etanol em condictes experimentais

8]

iguais, além dissc, & purificacao da clorofila cliprica foli mais

FRcil de executar em clorofdérmio do gue em acetona, especialmen-

ta no gue se refere & eliminacac de excessc de ions de cobre.

O fluxograma da preparacgic da clorofila cuprica saté
na figura &. Um total de 1800 gramas de folhas secas (6% de umi-
dadel, trituradas, foram extraidas em Soxhlet, ao abrigo da luz,
por um maximo de 12 horas. Apds cada extracace, & solugac fol par
ciaimente concentrada a vAcuo até cerca de um tergo do  volume

inicial.

O extratos concentrados foram reunides, resfriados a

¢ filtrado foi concentrado até ¢ volume de 800 wml. U
extrato concentrado fol cromatografado em camada delgada, C©omo

ne dtem %.4.1. {(figura 29%9).

Uma aliguota do extrato cleroformico foi  evaporada &

seco & redissolvida en acetona B80% para ohtengao de ssu espechro
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O extrato clorofdrmice obitido no item 3.4.2. fol ague-
cido 2 refiuxo por 10 minutos com 50 ml de &cido acético glacial.

¢ a seco em evaporador rotatdric e mantido

A megulr, fol sevaporad
am dessecador, scobre silica, até obter-se pesc constante  {(tabe~

¢ extrate fol cromatografado em camads delgada, 4o mas

mo wmofc come no item 3.4.1., (figura  30) 2 seu espectro fod

Py
ol
152
ol
f

obtido em acetona 80% (figura 91 e também em n-propancl (fi

ra 10}

3.4.4. Preparacio da clorofila clprica aguo-solivel

O extrato evaporado obtido no item 3.4.3. fol redissol

=0

vido em 500 ml de clorofdrmic & a sclugac foi tratada com uma =0
tugdo de L gr de acetato de cobre {IX) em 50 ml de metancl. & sg

a2 soluciao clorcfarmica foi aguecida a refluxe por 15 ming—

§ =

i

agul

tos e postericrmente evaporada a seco em evaporador rotatorio e

mantida em dessecador até obter~se peso constante (tabela 2}.

3.5, Purificacgdo da clorefila chprica

o Ao item 3.4.4. foli redissolivido

s

O extrato provenien
em 500 mi de clorcfdrmic o extraide com um total de 20600 mi  de

Agua enm funil de separagac.
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Em seguida, a soluglo cloroformica foi submetida & le-
vagem continua com Agua corrente por 6-¥ horas ou até gque a agua
de lavagem apresentasse resultado negatlive nums prova para ions

de £u (II} con solugac ds ferrociansto dg pot

fib

ssio {441,

amontras 4o extrate foram novamente lavadas com SCiu-

cAp de EDTA a 10% ¢ a seguir com agua.

3.6, Fracionamento da clorefila cuprica

A clorofila chprica, de consisténcia cerosa, obtida no

item 3.5., fod lentamente misturads com 200 ml de n-pentanc
a2 10-120C e & mistura fol filtrada a vacuo. O residue Iol seco &

4%~508C por 4-5 horas e em seguida, sob vacuo, a 40-459C, duran-

o

+te 17 horas.

0 residuo seco foi mecanicamente triturado a pd fino,

em almofariz e guardado em dessecador sob vacuo £ pesado (Labe-

ia 3

O filtrado foi evaporado a Seco em evaporador rotatdm
ric e colocade em dessecador a vacuo sobre silica e pesado {tabe

la 31.

Amostras 4o fesidua e do filtrado bem comco da clorofi-
ia ciprica nao fracionada, foram cromatografadas em placa de 51—
lica gel 60 G, 0,25 mm, & ¢ cromatograma foi desenvolvido oom
penzeno-hexano-n-propancl 5:3:2 {v/v). O cromatograma esta reproe

ma Filourg 31, Poram tambem obtidos os espectros do re-

sidue s6ilido & do extrato oileoso {figura 111.
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2.7. Dosasgem de Cu (LI}

Foram aplicades em uma placa de silica gel 60 G, G5

mm, L0 ul de uma solucdo a 1% do residuo solido obtidoe noe  item

I.6., e 1,2 e 2 ul de solucio padrdc de cobre contendo 0,02 ugde
CulITfy/ul., O cromatograma foi desenvolvide com n~pentancl - acide

achtico-dgua, 4:1:2 (v/vl, até gue a frente do solvente ascendes

A placa, depois de seca, fol pulverizada com uma solu-

0 & Load

1

EMJ -
E)

L

o

ca de &cido rubednico 0,2%, seguida de exposicac  ao

[}
e

vaporas de amoniaco.

3.6. Estabilidade da clorofila ciprica comparativamente a da clo-
rofila

Foram preparadas sclugbes de clorefila cuprica e clo-

rofila em n-propancl. As caracteristicas de cada amostra estac

resumidas na tabela 1.

A variacioc da absorbincia em fungdo do tempo de TEAQAD
foi o parimetro usado para medir e comparar a estabilidade da

clorefila cuprica e clorofila.

2z soluchHes Fforam distribuidas em tubos de 10,0 mi com

ot
F

smpa rosgueada, vedadescom teflon. Atmosfera inerte fol obtidsa

iy

pela substituicdo do ar por nitrogenio sobre a splugae ne  tubo
e, atmosfera de oxig®nio pela substituigac do ar por OXIgENLO.

& luz foi determinade exponde-se 0§ tubos f#

]

O sfeito

chados a3 luz de wma lampada de 40 watts, luz do dia, a uma dis-



Fig]

tancia fixa de 3 om ds lampadsa. Os experimentos em meic Acido fo
ram feitos adicionando-se 3oido acético glagial ao eprGpancl
ate pH 3,6 e usando esita misture para dissolver clorofila coipri-

(73]
LY

. Caloulo das constantes de velocidade de Reac@o (K} e Tempo

Az constanies de velocidade de reacasn, K, foram dster-

minadas utilizando~-se os valores de ~log Abscrbancia obtidos

dips QUIVE

f;

. -log Absorbancia versus tempo (figuras 37, 3g, 33,

e

40, 41, 42, 43 e 44} ¢ aplicados na eguacac de Arrhenius  {egua-
cac 1} para reagbes com cindticz de 1§ ordem, as absorbancias fo

ram lidas a 6560 nm e £50 nm, respectivamente para clorofila mag-

nesiana = clorofila ciprica.

Tambem foram calculadcs os tempos de mela-vida {tqfq};
- - Fod
atraves da eguagas 2. 05 resultados estao resumidos na tabela 5.
2bsorbiancia a ty
- 2,303 . log = ¥ fep, 1}
Absorbancia a t,

{eg. 2}

UNICEMY
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Tabela 1 - Condigoes de reacdc usadas no estude da

de clorofils ciprica & clorofila.

ey

ComCent ra oRo

f oy Ty Sy
Amostra tgr/1) Ltmosfors R o Congdiodes id?“fwétﬁma
Adicionados + 0,580
1 (1, 363 1,036 cxigSnic o~ iug 250
i 1,385 1,036 oEigsEnic . 250
3 0,365 1,018 nitrogsnic o iuz 250
. - aussEnoin de
£ 0,365 - nitrogenio - Tags Fdel®
- " . - bissulfito de  auséncia de
5 - P.012 M TregEnio e T . 25%
£l S Y s8dio 100 mo kg lue 5
. g - L. . . ausencia ds .
& - 1,020 nitrogénic idem, 200 mg/kg T 250
- . . - . o \ ausencia de
- 1,015 nitrogenic  idem, 500 mg/kg 7 Tue 250
. - . - .. e ausencia de -
& 0,365 - nitvogenic idem, 250 my/kg 1uza eite)
e peréxido de ben— auséncia de ;
9 - 1,026 CEHAOENAO . . 250
= g zolla 250 mg/ky luz
5 . e . ; ausencia de
in - 1,016 oxigenic  ddem, 500 mg/ka Tuz 25¢
e AT 15 -
— . e . T N SR S o ¢ I e U e
id 165 i & . L 2540
i ,365 1,01L COHIGENLO cin de luz 5
3,8
iz 0,125 1,018 CRAGENLo + 250
Tz
. . C Aouecimentt em au~
13 0,365 1,004 oxigenic ‘g?”*l N 400

sorgia de  iuz

Aoeciments em an— 600

1,000 wicdnd b N o
- 000 CRLgERLG sonria de  luz

i—
o
[
.

[ E9]
(A
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4, RESULTADOS E DISCUSSAQD

4.1, Condicbhes experimentals

O uzo de folhas secas de Fetevia rebaudiana como mate-

ria-prima para preparacio de clorofila fol devide principalmente
a pessibilidade de utilizar um material cule teor de pilymentos

justificasse seu emprege € gue, come subproduto industrial, fog-

me wma fonte economicamente viavel.

Os resulitados da tabela 2 mostram gque o teor de Cloro-

i
[
15

£ila nas folhas era satisfatdric, pois por exXtracac fol aicanca-

1

+

s de clorofila bruta. Valores ag redor de

LAt
5..,_1
ot

o um rendimento de

¥

5,0% foram considerados bons por Humphrey (197.

Se ¢ uso de folhas secas de Estevia foi  wantajosc no
gue se refere & preparagac de clorofila chprica, a obtencac de
siorgiiia do e SO materiasl, isenta de MAIOYXes 1MPUrezas, nog-
trou-se inviavel pela grande guantidade dg feofitina gue acUmMpL~

nhava a clorofila e gue levaria a demoradas e incertas purifica-

coes.

O uso de folhas frescas de Estevia, que eliminaria ou
minimizaria o problema da fecfitina, mosirou-se inviavel porgue
nfo foi possivel obter o material recém-colhido. Foram entio usa
das folhas Qe espinafre recém-colhidas, gue normalmente corntém

teores zlitos dg clorofilas a & b e sEo uma fonte classica de ob-

1

¥

tsncho de clorofila em laboratorio. Entretanto, fni  necessarico

gar de clorofdrmio devideo ao alto teor de dgus

i
JAE
w
il
[§]
i
Fiai
£
w3
E5i)
[t
=
ot
foet
L%

das folhas, cerca de %92,7 {Bl}.



Para estudar & estebilidade da clorofy pxtraida do es
pinafre, o8 extrates foram usadocs sem ulisriores amentos, 1&
Jque & DPressnga ae carotendides ndo produzia interferdncias nas
analises através das medidas 4 absorbidncia a 660 nm, visto gue

CE mesmos nac absorvem na reglisc acimae. Por cutre ladeo, a croma-

tograiia em camada delgada dos extrates  (figura 27) mostrou
gque rezlmentse o teor de feofitine 5os extratos acetdnicos ers

muito baluos, nac chegando a interferir nos experimentos  segulin-

& reducio do teor de cobre livre do extratoe clorefdr-

wico contendo clorcfila cuprica bruta foi

[
trj
fui
joh]
o
bl
[us
]
o
l\rl il
in
D i
rd

lavagem com agua corrente @ eventualmente com solugao de  EDTA,

-

o tecr de cobre encontrade, empregando-se o método do acido  ru-
peinico {11}, Foi inferior ac permitido pela legislacdo, de 200

icigncia do processo de lavagem.

[ 3

mg/keg, confirmando entids & e

0 tratamento com n-pantanc permitiu a obtencao de unp
pd preto-esverdesdo, a partir de clorofila ciprica olec-soluvel,
obtide inicialmente COmO Masss resinosa cereoss, além de permitir a

gliminagdo de grande parte dos produtos resinoscs bem  Come QOS5

caroctensides.

Para os experimentos de establlidade algumas caracte-

risticas do n-propanol indicaram este sclvente como um dos mais
apropriados: sua baixa volatibilidade {(temperatura de ebulicao

de 93901, gue permite sey usS0 em condigbes de tamperatura acima

da temperatura ambiente, sem perdas significativas nas tempera-
"‘“‘1 ¥

turas usadas [(fabela 1}; € ftambém um sclvente prético, permit
S & @issmoische de Acidos no meio: 2 de facil purificagac e re~

cuperacio e mesmo & destrulicdo de perdzideos, sempre presentes em



Tapels 2 -~ Rendimento das preparagbes de feofitina, clorofila
chprica e clorofila magnesiana,
. Pezao de marteria Peso obtido Rendimenito
Fryoointos . N - )
Froduto orime {gr) (gr) .

cOprica

{gde Emtevia)l

magnesiana

de espinafre]

1.800,60

102,60

436,00

]
-
fonct

0,4




Peso obtido de clorofila chprica purificads

nada oomnm o-pentans.

e—is
53
i
Py
b

e o Rendimenho FPracionamenito
Produts : i
{gr} {gr)
Cilorofila ciprics 102, 28 75,52 {(residuc

sOlidol

26,14 f{extrato
GLEoRo)




solventas oxigenades, & facilmente conseguida sem malores  per

o

das pela acio de boroidreto de 26410 sobre o propansl seguida de

4.2, Estabilidade da clorofila cOprica e da clorofila

Oz espectreos B e 9 dos sistemas C.Cu/G./Lu 2 Cola/
Fia

Atmosfers inerte/luz, respectivamente, registraram & mesma alte-
racdo do comprimento de onda de absorcac pa regiac do vermelho,
de 64% mm para 613 nm, mas nephuma alteracdc no COmMprimentc  dae
onda do méxime de absorcae na reglao do azul, a 413 nm. Faras ame
nos o espectros § e ¥, houve sznsivel e igual diminuican das &b
sorbancias dos primeiros méximos, com perda de cor apds 500 ho-

PR

ras, de 42,0% itabels 4.

Honve entretanto, para a clorefila, um forte e rapido
efeito da luz. O exame dos espectros 6 e 7, C.Mg/0,/Luz e O M/
atmosferas inerte/Luz, respectivamente, mostfa yma drastica dimi-
uicho dos primeiros méximos de absorgi@o, com perdas de cor  de

5%5,0% e 91,0%, para oxigénio apds 45 horas, e para atmosfera

inerte apls 25 horas, respectivamente, além da auseéncla de guais
gquer outras absorcdes em outros comprimentos de onda. Resultados

semelhantes foram cobtidos por Jones e MacKay (24}, que verifica-
ram gue o produte formado da reagac de fotodegradagdo da clorofi
1z nao era uma porfirina, ocorrendo possivelmante uma gegradagao
ds molécula como a clivagem do anel porfirinico em uma das pon-

tes metilénicas, produzindo estruturas tetrapirrdlicas

Entretanto, nads se pode afirmar sobre & natureza  dos

3
-

produtos resnltants da exposicdo da cleorofila cuprica & 1u



A
SA

0,5%%,
E orelacac entye o valoves de tanpo de mela-vida {fabe
i@ 5l paras o8 Blstemas C.C0u/0.,7/Luz & C.F q,f@,wrwz e O.Cufatmosfe-
2 >
ra inerve/luz e C.Mg/atmosfers inerte/Luz, mostra uma sobrevida

caprica em oxigénio, e 104,000

oroefil

;_‘_A;

{2

260,000 malor para a ol

maior para a clorofils cuprica em atmosfera inexte.

h porcentagem de perda de ©,7%, apds 500 horas, {(tabe-
i1a 4}, agsim como alterasdes minimas, {de cerca de ¥ nm} no com-
primento de onda do primeirc méximo de absorgacs, opservadas no
espectro 14, de b.CLEOqu soure, € gue estao dentro 4o errp expe-
rimental do aparelho {Znm}, foi exitremamsnte Daixa, mostrando gue
nem propancl nem oXigenic, na auséncia de iuz, foram significati
vamente ativos na alomerizacio da clorofila clprica ao contrario

da clorofila cuiz perda, nessas copdicdes, fol de 7,0%, provavel

mente devido & formagac de produtos alomerizados, onds honve &
insercic de um Atomo de oxigénio no anel iscociclico, conforme 3

de que as perdas de cor das solucdes de

by
i
e
ot
Eo
"
[3)
0
b
o
rwr
[
ot
[
§ik
[T
10

agud
clorofila poderiam ser resultantes do solvente n-propancl, agin-

201

b4
0
b
{,J"

do come sclvente alomerizante, siderada por Hynninen(20).

Maz Geve ser lembrade gue cuiros autores, entre os guais Strain

{37) consideraram gue outros solventes também sdc alomerizantas.
& relacice entre o valores de tempos de meis-vida {(ta-
pela 3} para os sistemas O Qquszscurs e C.Mg/0,/Escuro, mostra

ume sebrevida ftrfs vezes maloy para a clorofila cuprica.



Tabeia 4 -

Porcentagem de perda

clorafila coprica o

0

[
2]

cloro-

tila, scb diferentes condigtes, apdbs 500 horas.
% de perds
Condiotes de reagac -
o Ceew. Clorofiiaz
Cloroiils s )
: CUprica
Gmigénio/Escure 7.0 G,7%
Oxigénic/Luz 95, 0% 42,0
Atmosfera inerte/Escure 6,0 -
rtwmosfera inerte/Luz Gl.0%® 42,6
Y v e ey . o B + i
Disgulflto de sddio 100 ppmd R sem perdas
Escurca/itmosiera inerte
= Enii i + S i g " »(f .
Bigsulfito de sodio 200 ppm _ sem perdas
kacurofAtmosfera inerte
Bissulfito de sCdio 250 ppm/ P -
. *
Facuro/stmosfera inerte
Sissulfito de sddic 500 ppm/ )
Bigsuliiito dg sodic 5 LA - sem perdas
Becuro/atmosferas inerte
Perdxidoe de benzoila 250 ppm/ peraa 100, prE®
imediats

&3]
0}
H
&
g
O
i
1_,!
A
i
3
-
O

Meic Acido/luz/Oxigénic
Aguecimento 4090/ Escurc/

Gxiginio

C.li}_t'}

100, %%

. | o ¥51e; .
Aguecimento 609C/ uro/ 36,0 15,0
Uxigénio
FhE ande 24 horas -~ nio foram reslizados esses
*% mnds 25 horas experimentos
* apGs 45 horas



Segundo dades dz tabela 4, o sistemas C.Cu/Blgsuiifiio
dFe e "~ S . PN e o o g s i [ Fig
Jatmosiers inerte/Escurc, nas concentracoss 1490 pom, 200 ppom &

500 horas de reacas, mantende-3g inalterados ate trinta dias  de
X 1:&&:&@'

J& & olorofila,. nas smasz condicfes & na concentragac
de 250 pprm de bissulfito ce sbdic, apresentou apds 5360 horas de
reachy, uma perda ge 2,8%, gue pods ser considerada baixa em fs-

Nes espectros 1L, 12 e 13, pertencentes A0S 215TEMEEs

cu/Bissulfito/Atmosfera inerte/Escuro, nas Lrés  Cconceniracues

{

n

3

citadas nic Fforam observadas alteracdes mensuravels nas absorbs
rias de seus mawximos de absorcio apds 720 horas de reacao. Tam-

bém ndo fol observada cualguer alteracao significativa no oromas

f=

tograma da clorofila clprica em comparacao com ¢ da cloroiila C

(a2

prica purificada e fracicnada com n-pentansc {figura 23}.

Provavelmente as condiches de regcac utilizadas: 23Lmos
fersz inerte e susencia Ge Lluz, rac favoreceran a formagac de ra-
dicais livres ou de espécies reatives 4o oxigenio, gus pudessenm

atuar sobre a moléculs tanto da clorcfila quanto da clorefila cu

rica, CcoOomo sugeriram Pleser e Yang {(31}.

7
4

J5 & adicBo de perfzido de benzoila 2 solucdo de clore
fila cuprica, em oxigénic & na anesneia de luzg, §nas  conoentras

ches de 250 ppm e 500 ppm. provocou perda total de ©or em apenas

%4 horas de reacao {tabsla 4).
Pars a clorofila, nas mesmas condicbes, nas concentra~

ches de 250 ppm e 500 ppm de perdxido de benzoila, a perda de
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Tabela 5 - Constantes de velocidade de reacdoc aparente de 1%

. -

erdem (K} e tampo de melia-vida para sistemas de

cloreofile ciprica e clorofila.

Clorcfila Clorofila olprics
Comdiooes 8¢ reagac ; i 7 . ¥ e
3 N P = F3 ] e -5 g
Exily "k 7} tu,}xlﬁi(n) Exi0 T {m) ti L LRA0 T {HG
LA AL
Owigenio/Bsourc 1,78 0,88 0,23 3,00
S e £ ) 1 .-‘.é '8 VY r*é -, e Y]
mpameniofiaz BG4 w10 G,0i= 10 3,45 4,20
stmosiers inerte/bscure G,64 1,00 - -
o : _ b e nmh .
Aowssfera inerts/Luz SR, 6= 10 5,007 x 10 &,75 0,08
Bissulfite de sodio 100 pom/ B _
Atmosfera inerhte/Escuro
aissulfito de =0dio 200 pom/ » _
stmosferas insrte/Escuro
Bizsuifito de shdio 250 mowd o .
~ S (,6% 1,060
Atmosiers inerte/Esonro
Rigsulfito de s0dic 500 pom/ B B
Amosfera inerte/Escuro
Maio Acido/Oxigénio/Escure 55,7 0,05 0,23 3,00

Y . _
wein Aoido/Cwigenio/luz 67,0310 0,01 %10 10,6 0,06

s et

rmiecimento 4000/ Oniagnio/ . N
AT et 4 x...j‘:}"&. IS 2, 76 0!25 0,23 3!00
fz i rae:
Bmuecimento S00C/Ordoanis/

uecipento 609C/Cxaganio/ 8,52 5,08 3,22 6,22

oo
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, Gos sistamas C.0ufPerowide 256
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pymfﬁ?fﬁacura e C.Cu/Perixide 500 ppmfﬁ?fﬁscarag varificou-ge &

auzencia do maxime de absorcac, a 649 nwm, ac final de 24 horas

Sendo o perdwido de benzella um bom prometor de radi-
cais livres, possivelmente na auséncia de luz as posicbes alili-

cas Ao anel porfirinico seriam rapidamente atacadasg com perda da

5 resisténcia da clorefila eolprica ao efeito  de  pro-

tons e oxigénio & aparente nos dados da tabela 4.

A porcentagem de perda para o sistema C.Mg/Melo acido/
Go./Escuro foi de 45,0% {cabela 4}, apos 120 horas d2 reaclds. Nas
mesmas condicdes o no mesmo tempo de reacho, a clovofila cuprica

ndc apresentou perda de cor, & ao final de 500 horas de reagaoc &

paerda foi de L1,8%.

5 possibilidade de formagdo de fecfitina pela adicac
do acido B osolucic de clorofila cihiprica pode ser sfastada uma

ver oue nio foi registrado no especire 16, nenhuma alteragao 4o

comprimento de onda do maximo de absorcico {647 nm), ao contrario

do espectro 17, da clorofils magnesiana, NAs mesmas condigoes de

reacho, onde cobsarvou-se gue Jja apts 24 horas foram registrados
efeitos hipocrbmico e batocrdmico no primeirc maximo  de absor-

chn, de 666 nm para 663 nm {méximo da feofitina, em n-propancl,

“m dos efeitos hipsocrfmico & hipercrOmico, obser-

i A
W]
fw)
4
il
i..wJ
e
l
i
=
[
8]
in

imo da clorofila, de 433 para 413 nm.
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\ i - i 2 ke el i _— ! u
O cromatograma {ficoura 31 GO sistema O .Mg/iMeio agid
= — T N . - " L = - . . - —
4o/0./Besoure, revelouw & auséncia das zonas verdss onrresponden-—
2 ¥

duas zonas cinzag largas {de intensa flucrescencia vermelha guan

. n C e
as feofitinas:,

Como o espectre 18, de C.Cu/Melo acido/0./Escuro, mos-

e <

“rou ume diminuicBo da abscorbincia do primeire méximo {(perdsa

cor de 14%) entre o primeiro e dfécimo eitave dia, sem alteracgao

g
I~

no seu comprimento de onda, permanecendo essa situacac atdé o

.

nal do experimento, € provavel gue tenhs ooorrido uma alomerizs

o foi tambeém observada por Jones
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et al. {23} guando da estocagem de solucbes de clorofila cupri-

clorofila ciprica continuoy mostrande malor resistencia a degra-
dagic do gus a clorofila magnesiagna. De fato, 0% dados da tabela
4 ipdicam gue 96,7% da cor inicial fol perdida no sistema C.Mg/
Malo écidaiO?KLuZ; apbs 25 horas, e &;5% {chbtido através da cur~

va A, grafice .6}, no sistema C.Clu/Meio écidoiOg!Luz.

Bpds 500 horas de reagice, a clorofila cuprica apresen-
tou uma verds de 43,7%, coryespondende aproximadamente & metade

P

Gz worcentacem de perda calcoulada para a cloreflis migneslana

£ intersssante cbservar gue & transformacac causada pe

‘iche de Acide A cloroefila clprica exposta a luz deve ser sg

ok
3
o
g‘-\k

P

malhante Zguela produzide na clerofila clprica exposta aluz, sem



40

adigao de &cido, conforme indicam os espectros 16 e 18, corres-
pondentes a esses sistemas, onde © comprimento de onda do maxime
de absorgazo fol deslocado de 649 nm para 641 nm, em ambOs os ca~-

508,

Segundo dades da tabela 4, houve perdas ds cor de 2,0%
e 16,0%, respectivamente para o8 sistemas C.Cu/Aguecimento 4000/
Oz/Escuro e C.Mg/Aquecimento 409C/02/Escurm, apbs 500 horas de

reacao.

A comparagadc entre os valores mostra gue a diferenca é
consideravel e gue ¢ aguecimento a 409C teve pouco efeito sobre

a clorofila ciprica.

O espectro 19, do sistema C.Mg/Aguecimento 409C/G, /Es~
curo, registrou a diminuigac da absorbancia dos méximos de absor
cao caracteristicos da clorofila e, a alteragdc do compriwmento
do segundo maximo, de 433 nm para 418 nm, apds trinta e seis
dias 4de rea¢ao, mas nenhuma alteracdc significativae 4o primeiro
wxime, wostrando assim gue o aguecimento a 409C nac favorece a
formagac de feofitina. Provavelmente, os produtos formados foram
agueles resultantes ainda da reacac de alomerizacac produzidoes
pela permanéncia da clorofila em n-propancl e na presencga de oxi

génic, observados também por Strain (37) ao aguecer solugsdes de

clorofila em n-prepanol.

J& para clorofila cuprica, ¢ exame do ¢spectro 20, nac
mostrou nenhuma alteracao significativa do comprimento de onda

dos dois méximos de absorgdo. O cromatcgrama (figura 35) reve

ram @ nac houve reglstro do aparecimento de novas zonas., Consi-

lercu~-se assim gue, ©s produtos finais formados podem S2Y OF mes



mos encontrados para a clorofila magnesiana.

A relacac entre os valores de tempo de meia-vida {(tabg
la 5%} para os sistemas C.Cu/Aguecimento 40@6/02535curo e C.Mg/
Aguecimento 4OQC}025E5QurO, mostra uma sobrevida doze  vezes

maicr para a clorofila clprica.

Quando a temperatura de aguecimenteo fol elevada a 60°C,
a sobrevida da clorofila clprica foi aproximadamente treés ve-
zes maior que a da clovofila conforme os dados de tempo de meia-

-yida {tabsla 5].

0 aguecimento a 602C mostrou-se mals destrutivo, con-
forme esperado, do que a 409C, tanto para clorofila quanto para
ciarofila cfiprica. Entretanto, a perda de cor fol sensivelmente
maior para a clorofila do gue para a clorofila cuprica, com por-

centagens de 36,0% e 16,0%, respectivamente {(tabela 43 .

O exame dos espectros e cromatogramas dos glstemas clo
rofila cOprica aguecida a 409C e a 609C, espectros 20 e 21, e fi
guras 35 = 36, respectivamente, mostra coincidencias suficlen~
tes para gue se possa admitir gue os produtos finais nos dois

sistemas sejam clorofilas cUpricas alomerizadas, conforme obser-

vado por Jones et al. (25).
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Ao contrario da clorofila magnesiana, a clorofila co-
prica naeo sofren alteragac em meio acido, isto &, 0 ion de cobre
ndo & substituidc por prdtons, mostrando gue o complexo Cu-porfi
rina deve ter alta constante de estabilidade enguanto o complexo
Mg;pﬁrfirina tem baixa constante de estabilidade e sua diferencga
pode ser atribulda & diferencas nas estruturas dos dois comple-
¥0s que em Gltima andlise dependera da estrutura eletrdnica dos

dtomos de cobre e de magnesio.

Ao contriric do magnésio, o cobre possui cinco  orbi-
tais d, dos guais um ocupado por um s6 eletron. A distribuigao

dos elétrons nos dois atomos € a seguinte:

Mg ~ 1s* 2s3% 2p° 3s?

15

{h

cu - 1sf 2g% 2p% 3s2 3p° 4s? 3

Pala teoria do campo-ligante, 08 Cinco orhbitals 3d po-
Aerio estar envolvidos na ligacao com o ligante. Com isso, a li-
gacao coordenada entre o ligante, doador, e O© drtomo de oobre,
aceptar;;adquire maior caréter covalente do gue aguele estabele~

cide na ligacdo entre o ligante e o atomo de maygnésio.

& smubstituicio do Mg por Cu na clorofila € uma trans-
formacao relativamente facil de ocorrer e jagso indica wuma malor

estabilidade do complexo, conforme concluiu Falk {103.

& existéncia de orbitais do nivel 3d no cobre & portan
to a principal responsivel pela estabilidade desse complaxo. ¢
cobre forma um complexn planco-guadrado, em gue OB orpbitais dezm

ey orientados para os guatro veértices, podem interagir forte-
mente com 05 guatro orbitals de valéncia dos ligantes, enguanto
a2 Interagiad oom 3&22 & fraca. Os demais orbitais & estao envolvi

dos em ligagles ¥ com os ligantes.



?ﬁ

v
Lt

5, CONCLUSAD

As folhas de Estevia mostraram—se vidvels para obtencdc de
clorofila clUprica, que fol satisfatoriamente purificada, ob-
tendo-se dosagem inferior a 200 mg/kg de ions cobre livre no

produte final.

A clorofila ciprica mostrou maior estabilidade & luz do gue

a clorofila magnesiana.

A clorefila clprica ndo sofreu os mesmos efeitos alomerizan-
tes causados peleo solvente n-propancl, na auséncia de luz,

comparativamente & clorofila magnesiana.

0 bissulfito de sddioc, nas concentragtes usadasg, WMOStrou-se

incapaz de promover a perda de cor da clorefila cuprica.

A clorofila cuprica e clorcfila mostram baixa resistéencia a

agdo do magnesiana perdoxido de benzolila.

A clorofila cOprica, comparativamente a clorofila magnesia-
na, mostrou-se extremamente estavel ao aguecimento a 409C e

também mails estavel ac aguecimento a 5009C.

A clorofila clprica mostrou-se elevadamente sstavel em melo

acidoe, em relagdo a clorofila magnesiana, que degradou-se a

feofitina.
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Foi observada a superior estabilidade da clorofila capric

jur

comparativamente & clorofila magnesiana, guando da combina-

¢ao das condig¢des meio acido e luz.

A maloy estabilidade da clorofilsa cuprica em comparacic com
a clorofila, pode ser atribuida a presenga de orhitais 4 no

Atomc de cobre.

Os agentes oxidantes, gue produzam radicaic livres, nao dew-
vem ser adicionados a produios contendo clorofila caprica

ou clorofila magnesiana.
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