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RESUMO

Existe um consideravel interesse mundial no desenvolvimento de
corantes alimentares a partir de fontes naturais. A natureza oferece as
antocianinas um grupo de matéria corante largamente distribuida em plantas, de
intensa e atrativa cor vermelha. O objetivo do presente trabalho foi investigar a
possibilidade do emprego de capim napier (Pennisetum purpureum) com fonte de
antocianinas pelo seu significativo teor de pigmento.

Os pigmentos antocianicos, presentes na concentragdo de
67,7mg/100g, foram identificados mediante comportamento cromatografico em
papel e em camada delgada, por suas caracteristicas espectrofotométricas e por
seus tempos de retengéo obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia e co-
cromatografia. Os dados obtidos revelaram que a fragdo antocianica do capim
napier € complexa, sendo constituida por cinco antocianinas, das quais as trés
principais encontradas nas proporgdes relativas de 68%, 11% e 15%, tiveram sua
identidade estabelecidas como cianidina 3-maleoilglicosideo, cianidina 3-
glicosideo e cianidina 3-arabinosilglicosideo acilada com 4&cido siringico,
respectivamente.

A estabilidade da cianidina 3-maleoilglicosideo assim como seu complexo
com -ciclodextrina foi estimada determinando-se a diminuigdo da absorvancia no
Amax @m fungéo do tempo, sob exposigédo a luz e em sua auséncia, a diferentes pH
e sob atmosfera de nitrogénio. A partir dos valores de absorvancia, foram
calculadas as absorvéncias relativas e porcentagens de retengéo de cor para cada
sistema. A adigdo de B-ciclodextrina promoveu uma sensivel estabilizagdo a
antocianina, quando pH 3,0 e luz estavam combinados, embora esses agentes
isoladamente tenham sido deletéreos para a cianidina 3-maleoilglicosideo.
Observou-se alguma estabilizagdo da cianidina 3-maleoilglicosideo quando duas
moléculas de B-ciclodextrina foram usadas, a pH 2,0 e em auséncia de luz. A
diminuigdo do nimero de moléculas para somente uma ndo imprimiu cualquer
protecéo ao sistema, quqndo exposto & luz ou em sua auséncia.



SUMMARY

There is a considerable interest worldwide in the development of food
colorants from natural sources. The nature offers the anthocyanins, a widespread
group of colouring matters in plants, with an intense and attractive red colour.

The aim of this work was investigate the possibility of the use of napier
grass (Pennisetum purpureum) as a source of anthocyanin which presents a
significative content of pigment. The anthocyanins, present at the concentration of
67,7mg/100g, were characterized by using the chromatographic behavior on paper
and thin layer chromatography, by their spectrophotometric characteristics and
retention time obtained by high performance liquid chromatography. The
composition of the anthocyanic fraction from the napier grass showed to be a
complex mixture of five anthocyanins, the three main anthocyanins, found at the
relative proportions of 68%, 11% and 15%, were respectively identified as cyanidin
3-maleoylglucoside, cyanidin 3-glucoside and cyanidin 3-arabinosylglucoside
acylated with syringic acid.

The stability of cyanidin 3-maleoylglucoside as well as its complex with B-
cyclodextrin was estimated by determining the decrease of the absorbance at the
Amax With time, under light exposure and at dark, at differents pH and at nitrogen
atmosphere. From the values of absorbance, % of colour retention were calculated
to each system. Light showed to be a very strong destructive agent to the cyanidin
3-maleoylglucoside. One observed some stabilization of the cyanidin 3-
maleoylglicoside when two molecules of B-cyclodextrine were used at pH 2,0 and
at dark. The decrease of the number of the molecules to only one did not impart
any protection to the system when exposed to light or at dark The B-cyclodextrin
addition promoted a sensitive stabilization to the anthocyanins, when both pH 3,0
and light were combined, in spite of these isolated agents had been deleterious to
the cyanidin 3-maleoylglicoside.



INTRODUGAO

A cor ndo é s6 um fenémeno fisico, determinado por algumas
caracteristicas do objeto que se esta olhando, ndo é s6 uma questdo de sinais de
luz que chegam ao olho, senéo que é a forma em que o olho e o cérebro juntos o
interpretam. No caso dos alimentos, a cor é um atributo importante devido a sua
fungédo de “indicador”, como base para a identificagdo e julgamento da qualidade.
As caracteristicas estéticas, sensoriais e de seguranga assim como a
aceptabilidade dos alimentos sdo afetadas pela cor.

Existem evidéncias de que a aceitagdo ou rejeicdo de um alimento, esteja
condicionada a sua cor (MAZZA & BROUILLARD, 1987). O julgamento acerca da
“seguran¢a” de um alimento baseado na cor é previo a escolha e/ou consumo do
alimento. A associagdo de algumas cores ‘aceitaveis” a determinados alimentos
comega nas primeiras etapas de nosso desenvolvimento cognitivo e permanece
até o fim de nossas vidas (CLYDESDALE, 1993).

WATSON (1981) considera que para a maioria das pessoas a experiéncia
da cor é dominante e influencia a percepgéo do sabor. Varios estudos mostraram
o efeito da cor na percepcédo de outras caracteristicas sensoriais, tais como a
dogura, o sabor salgado e o flavor (CLYDESDALE, 1993).

A pratica de colorir os alimentos vem de épocas remotas. Até meados do
seculo X, as unicas substancias corantes existentes eram derivadas de fontes
naturais de origem animal, vegetal e mineral (WALFORD, 1980). Com a
introdugd@o dos alimentos processados, a necessidade de substancias corantes
incrementou-se, para refazer a cor natural diminuida ou perdida durante
processamento ou armazenamento, para colorir alimentos ou bebidas que por si
mesmos néo teriam cor, ou, assegurar a uniformidade da cor nos produtos.

Na atualidade, existe claramente um interesse mundial por parte de
consumidores no desenvolvimento de corantes a partir de fontes natljrais. Um

indicador dessa tendéncia é o numero e distribuicdo das patentes de corantes
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alimentares no periodo de 1979-1984 comparados com 1969-1978, que mostram
um incremento maior de 100% no nimero de patente de corantes naturais. No
mesmo periodo, o niumero de patentes de compostos sintéticos permaneceu
constante (FRANCIS, 1992).

Em 1994, o mercado internacional de corantes naturais foi avaliado em
U$S 250 milhSes, com os EUA participando com U$S 125 milhées do mercado. A
industria de corantes alimenticios naturais experimenta um crescimento anual de
5-10% (comparando com 3-5% para sua contraparte sintética).

Os corantes naturais sdo obtidos de frutas, vegetais, sementes, raizes,
algas e produzidos de maneiras diversas: por pressdo, no caso de frutas e
sementes, por extragdo utilizando agua, solugdes alcalinas ou 6leos vegetais e
em outros casos, ou por extragdo a partir de solventes orgénicos que s&o
removidos uma vez que a cor esteja pronta para ser usada (RIBES-NIELSEN,
1990).

Quarenta e tres corantes colorantes foram autorizados como aditivos
alimentares pelo Conselho da Unido Europeia, dos quais 16 sdo originarios de
plantas. Também tem sido usados sucos ou extratos de algumas frutas e vegetais
com propésitos corantes, entre eles, as antocianinas de casca de uvas (BRIDLE
& TIMBERLAKE , 1997).Nos Estados Unidos existem duas categorias de corantes
permitidos: “aditivos corantes certificados” e “corantes isentos de certificagio”
(WISSGOTT & BORTLIK, 1996). A legislagao brasileira permite o uso de corantes

naturais em alimentos, sem limites (Tabela | do Decreto n® 55.871 de 26/03/65)
(TAKAHASHI & YABIKU, 1992).

A preferéncia do consumidor por corantes naturais esta associada com a
imagem de serem saudaveis e de boa qualidade. Os corantes naturais
incrementaram sua popularidade frente aos consumidores pelo fato dos corantes
sintéticos a ser tomados como indesejaveis e perigosos; alguns sendo

considerados responsaveis por reagdes alérgicas (CLYDESDALE, 1993).



Mesmo apds de séculos de interesse nos corantes naturais, 0 nosso
conhecimento da sua distribui¢cdo, disponibilidade e propriedades é limitado. Em
todo o mundo aproximadamente 70% de todas as plantas ndo foram investigadas
completamente, e a composigdo quimica de 0,5% foi estudada exaustivamente. A
diversidade da vegetagéo tropical e subtropical oferece um grupo promissor de
compostos vegetais ainda ndo explorados que pode ser aplicavel as
necessidades humanas (WISSGOTT & BORTLIK, 1996).

Novas fontes de corantes podem ser encontradas em areas ainda néo
estudadas, entretanto, sua potencialidade como fonte de corantes comerciais
estaria limitada pela disponibilidade da matéria prima, que precisaria ser cultivada
em quantidades suficientes para uma extragdo industrial.

As antocianinas compreendem um grupo de pigmentos sollveis em agua,
do reino vegetal, especialmente caracteristico das angiospermas ou plantas em
floragéo. Elas desempenham um papel importante na atragdo de animais, na
polinizagdo e dispersdo de sementes, como também, no mecanismo de
resistencia das plantas ao ataque dos insetos.

Em plantas comestiveis, as antocianinas estdo amplamente distribuidas,
representadas em 27 familias, 73 géneros e uma grande variedade de espécies.
Estdo especialmente associadas com frutas e flores, mas também estio
presentes em cereais, raizes, grdos e gramineas. Algumas folhas contendo
antocianinas e partes de flores sdo também tradicionalmente consumidas em
varias partes do mundo (BRIDLE & TIMBERLAKE , 1997).

A ingestdo diaria de antocianinas em alimentos, nos E.U.A. , em 1971 foi
estimada em 215 mg/dia no verdo e 180 mg/dia durante o inverno (KURNAU,
1976) devido & ampla distribugdo e presenga em frutas e vegetais.

Existem varios trabalhos que mostram evidéncias de que as antocianinas
ndo s&o toxicas nem mutagénicas (SAIJA, 1994; POURRAS, 1977). Ndo se
observaram efeitos adversos em animais alimentados com extrato de uva
contendo antocianinas (BECCI et al., 1983 a,b).
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As antocianinas mostraram varias efeitos terapéuticos positivos, entre eles
um efeito favoravel na visdo humana. Tem sido aplicadas também em pacientes
com desordens circulatérias e enfermidades inflamatorias, existindo preparagées
farmacéuticas patenteadas contendo sais de flaviium, antocianinas e
antocianidinas. Um extrato comercial de Vaccinium myrtillus (“bilberry”),
denominado "antocianina de Vaccinium myrtillus" (VMA), contendo glicosideos de
delfinidina e cianidina (BAJ et al., 1983), foi usado para tratamento de
enfermidades de microcirculagédo resultante de problemas de fragilidade capilar e
para manter a permeabilidade capilar normal. Uma aplicagdo mais recente das
propriedades das antocianinas e flavondides relacionados é sua atividade
antioxidante (TSUDA et al., 1994; WANG et al., 1997).

O fato de que a cor vermelha das antocianinas apresentarem-se em
solugGes &cidas, faz com que ela sejam utilizadas principalmente na coloragédo de
bebidas. A dosagem de aproximadamente 3 kg de um extrato de antocianinas de
1% em 1000 litros de bebida (aproximadamente 30 mg/l de antocianina) pode
conferir uma cor intensa. Em laticinios e sorvetes, a adigdo do corante de
antocianina de 0,3-0,5% p/p, imprime uma cor malva escura. O uso de corantes
naturais € muito favorecido no caso de sorvetes, pois 0 processamento desse
produto implica no emprego de temperaturas muito moderadas antes do
congelamento (BRIDLE & TIMBERLAKE , 1997).

A utilidade das antocianinas como corante potencial depende de
implicagées econdémicas e da disponibilidade de fontes com elevado teor de
pigmentos e praticamente independente de sazonabilidade, o que reduz as
possiveis fontes para s6 umas poucas espécies de plantas.

Capim napier (Pennisetum purpureum) é uma planta cultivada para
alimentagdo de gado, com folhas de cor vermelha-arroxeada, apresentando
significativo teor de pigmentos antocinicos, crescendo facilmente em solos
umidos, o que possibilitaria sua utilizagdo como uma possivel fonte de corante

vegetal. A espécie é originaria da Africa, tendo sido amplamente disseminada em
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regides tropicais e subtropicais do mundo. No Brasil, ¢ também amplamente
distribuida, havendo uma regionalizagdo de cultivares. A planta aceita solos
arenosos, mas o crescimento € mais vigoroso em solos ricos e bem drenados.
N&o tolera solos permanentemente alagados. Encontra condicées ideais nos
tropicos UGmidos, indo bem igualmente em regides subtropicais. Prefere
temperaturas acima de 16 °C, ndo suportando geadas. Plantas de porte elevado,
normalmente com 2-3 metros, podendo chegar entretanto a 5 metros, as vezes
curvadas por seu préprio peso, formando grandes touceiras, como ilustra a Figura
1. (CROTTFRIED KISSMANN, 1991) .

Figura 1 Plantag&o de Pennisetum purpureum ( Capim napier)



Os objetivos do trabalho sdo, portanto, caracterizar as antocianinas
presentes no capim napier e avaliar a estabilidade da principal antocianina
encontrada en maior proporgdo relativa bem como seu complexo com -
ciclodextrinas em diferentes raz6es molares, frente aos agentes pH, luz e em sua

auséncia, sob atmosfera de nitrogénio.

Referéncias bibliograficas

BAJ, A; BOMBARDELLI, E.; GABETTA, B.; MARTINELLI, E.M. (1983) Qualitative and quantitative
evaluation of Vaccinium myrtillus anthocyanins by high-resolution gas chromatography and high-
performance liquid chromatography. J. Chromatogr., 279, 365-372.

BECCI, P.J.; HESS, F.G.; GALLO, M.A; JOHNSON, W.D.; BABISH, J.(1983 a)
Subchronic feeding study of color extract in beagle dogs. Food Chem. Toxicol. , 21 (1), 75-77.

BECCI, P.J.; HESS, F.G.; BABISH, J.G.; GALLO, M.A;; VOSS, K.A. (1983b)Reproduction study of
grape color extract in rats.Food Chem. Toxicol., 21(1), 79-83.

BRIDLE, P. & TIMBERLAKE, C.F.(1997) Anthocyanins as natural food colours. Selected aspects.
Food chemistry. 58., 103-109. .

CLYDESDALE, F.M. (1993) Color as a factor in food choice. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition, 33(1), 83-101, 1993.

FRANCIS, F.J. Food Colorants. (1984). Anthocyanins. Critical reviews in food science and nutrition.
28 (4)

KUHNAU, J. (1976) The Flavonoids. A class of semi-essential food components: Their role in
human nutrition. World Review Nutr. Diet, , 24, 117-191.

MAZZA, G; BROUILLARD, F. (1987) Recent developments in the stabilization of anthocyanins in
food products. Food Chem. 25, 207-225.

POURRAT, H., BASTIDE, P., DORIER, P., POURRAT, M.? & TRONCHE, P. (1967) Préparation et
activite thérapeutique de quelques glycosides d’anthocyanes. Chimie Thérapeutique 2, 33-38.

RIBES-NIELSEN, M. (1990) Natural colours for ice cream. Scandinavian dairy information. 4, 56-
58.

SAIJA, A. (1994)Effects of Vaccinium myrtillus anthocyaninins on triiodothyronine transport in the rat
. Pharmacol. Res. , 22 (3) 59-60.



TAKAHASHI, M. & YABIKU, H. (1992) Corantes naturais; usos, restrigbes e perspectivas. Rev.
Bras. Cor. Nat., 1, 256-259.

TSUDA, T., WATANABE, M., OHSHIMA, K., NORINOBU, S., CHOI, S.W., KAWAKISHI, S. &
OSAWA, T. (1994) Antioxidative activity of the anthocyanin pigments cyanidin 3-O-B-D-glucoside
and cyanidin. J. of Agric.Food Chem. 42, 2407-2410.

WALFORD, J. (1980) Historical development of food colours. in: Developments in Food
Colours.Applied Science Publisher Ltd., Londres.

WANG, H. CAO, G, PRIOR, R.L. (1997) Oxygen radical absorbing capacity of anthocyanins. J.
Agric. Food Chem. 45, 304-309.

WATSON,R.H.J. (1981)Natural Colours for foods and other uses. Applied Science Publisher Ltd.

WISSGOTT, U. & BORTLIK, K.(1996) Prospects for new natural food colorants. Trends in Food
Science & Technology. 7, 116-119.



CAPITULO 1



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Estrutura Quimica das Antocianinas

As antocianinas pertencem ao grupo geral de compostos
denominados flavondides, caracterizados pelo ntcleo flavilium. Existem 4.000
flavondides dos quais cerca de 300 sdo antocianinas. A molécula de
antocianina esta formada de duas a trés partes, compreendendo, a aglicona ou
antocianidina, um grupo de agucares e um grupo de acidos.

A constituigdo comum a todas as antocianidinas foi estabelecida como
do cation 2-fenilbenzopirilium, o flavilium.

Numerosas e sucessivas pesquisas mostraram os padrdes de
hidroxilagdo em antocianidinas naturais e foram classificados nos trés grupos
basicos: pelargonidina, cianidina e delfinidina, todas elas hidroxiladas nas
posicbes 3, 5 e 7. Os derivados metilados também sdo encontrados na
natureza. Das 17 agliconas conhecidas existentes na natureza, seis sdo mais
comuns na maioria dos alimentos: pelargonidina, cianidina, peonidina,
delfinidina, petunidina e malvidina. (FRANCIS, 1989)

Os aglcares encontrados com maior freqiiéncia ligados as agliconas em
ordem de oclrrencia séo: glicose, ramnose, xilose, galactose, arabinose e
frutose. Eles podem estar presentes como monoglicosideos, diglicosideos e
triglicosideos sustituidos diretamente na aglicona. Os diglicosideos podem
consistir de isbmeros do mesmo aglcar ou combinagdes de dois aglcares
diferentes. Os triglicosideos podem ser combinagdes do mesmo aglicar ou dois
ou trés diferentes agucares. A glicosidagdo das antocianidinas pode ocorrer
nas posicées 3, 5,7, 3', 4, e 5. Se um s6 aglcar estiver presente, ele estara
sempre na posi¢cdo 3. Se dois agucares estiverem presentes, um deles estara
na posi¢do 3 e o outro pode estar na posigdo 3, 5, 3',4’, ou 5 (FRANCIS,
1989). Quando o numero de aglcares for maior que trés, eles atacam a
molécula basica alternando ligages de aglcares e acidos(FRANCIS, 1989).

Os acidos mais encontrados nas antocianinas sio, por ordem de
ocorréncia: cumarico, caféico, fertlico, p-hidroxibenzoéico, sinapico, malénico,
aceético, succinico, oxalico, e malico. Os cinco primeiros sdo acidos aromaticos



e séo mais facilmente detectados devido ao fato de possuirem um “ombro” no
espectro a 300 a 340 nm em metanol, além disso, sdo mais estaveis quando do
emprego de metodos convencionais de extragio do pigmento que utilizam HCI
diluido em metanol em que as ligagbes destes compostos sdo relativamente
estaveis. Os acidos alifaticos, por seu turno ndo apresentam absor¢io na
regiéo referida e séo faciimente hidrolisados em HCI diluido (FRANCIS, 1989).

Por cerca de 80 anos, aproximadamente, as antocianinas foram
consideradas como susbtituidas por agliicares somente nos anéis A e C , até
que foi conhecida a sustituicdo no anel B, quando YOSHITAMA (1977),
reportou pela primeira vez a ocoérrencia de uma antocianina susbtituida no anel
B em Lobelia erinus. Segundo o autor, a presenga de aglcares sustituintes no
anel B é detectada facilmente por uma banda extra de absorgdo a 560-600 nm
e a 600-640nm em solugbes de pH neutro ou fracamente Aacidas, significando
que estas antocianinas sdo altamente coloridas em valores de pH proximos a
4, enquanto as antocianinas convencionais sdo quase incolores nestes valores
de pH.

1.2 DETERMINAGAO DE ANTOCIANINAS POR CLAE

Classicamente, as antocianinas tém sido separadas por inumeraveis
técnicas, incluindo métodos de cromatografia em papel, em camada delgada e
em coluna. Desses métodos a cromatografia em papel tem sido o método mais
usado para a separagdo das antocianinas individuais (HRAZDINA, 1979) e
valores de suas mobilidades cromatograficas sdo descritos na literatura
(HARBORNE, 1967).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de antocianinas, cujo
emprego iniciou-se durante os anos 70, tornou-se comum em muitos
laboratérios devido as suas vantagens comparadas com as de outros
procedimentos cromatograficos, tais como sensibilidade e rapidez. Quando
acoplada a um detetor de arranjo de diodos , transforma-se em um
procedimento ideal para analises confiaveis, qualitativa e quantitativamente, de
misturas complexas de antocianinas presentes em flores e frutas de diferentes
especies. (HARBORNE & GRAYER, 1988).
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A CLAE pode ser utilizada para diversos objetivos, podendo ser aplicada
para detectar os intermediarios na hidrélise parcial de antocianinas com mais
de um residuo glicosidico ou revelando compostos que geralmente nio
aparecem quando sdo empregados outros métodos como cromatografia em
papel ou cromatografia em camada delgada. A grande sensibilidade do método
permite seu uso quando s& pequenas quantidades de amostra estdo
disponiveis para a andlise das antocianinas. A CLAE também pode ser usada
para separagGes preparativas, com colunas de maior capacidade que as
usadas no trabalho analitico.

Varios autores conseguiram boas separagées com colunas ODS
baseadas em silica com fases moveis binarias de 4gua com acetonitrila ou
metanol. O sistema de solventes incluem um &cido, que tem a fungdo na
separagéo, de agir como modificador organico, abaixando o pH da fase moével,
mantendo assim as antocianinas na forma de cation flavilium (Hong e Wrolstad,
1990).

A combinagéo da falta de disponibilidade dos padrées das antocianinas
puras com os problemas de especificagdo dos tempos de retengdo absolutos
s&o fatores que contribuem para dificultar o uso de CLAE para a analise das
antocianinas (HEBRERO et al., 1989).

CASTEELE et al. (1983) encontraram que a importancia do tipo de
susbtituicdo no anel B da molécula de antocianinas foi evidenciada pelo fato de
que delfinidina foi mais rapidamente eluida que cianidina, a qual precede
pelargonidina e por ultimo os compostos metoxilados, peonidina (um -OCH3) e
malvidina ( dois -OCH3).

Na Tabela 1, estio resumidos os tempos de retengéo (ir) para algumas
das antocianinas mais comuns, conforme apresentado por HARBONE &
GRAYER (1988). Segundo os autores, os dados mostram que a glicosilagdo
aumenta a mobilidade em colunas de fase reversa, com 3,5-diglicosideos
eluindo da coluna mais rapidamente que 3-diglicosideos. O aumento da
hidroxilagdo da antocianidina aumenta a mobilidade, entretanto a O-metilagdo

10



reverte esta tendéncia, assim os glicosideos de malvidina geralmente eluem
depois de outras antocianinas.

Varios autores estudaram a aplicagdo de CLAE em combinagdo com
detector de arranjo de diodos (DAD) para separar e caracterizar antocianinas.

HONG & WROLSTAD (1990a) descreveram uma analise sistematica
para o0 uso de CLAE com detector de arranjo de diodos para separar e
caracterizar antocianinas de “cranberry” (Vaccinium macrocarpon), de “roselle”
(Hibiscus sabdariffa), e de morango (Fragaria anannassa). Os autores usaram
dois procedimentos de preparag¢do da amostra para CLAE: para a quantificagdo
, as antocianinas em solugdo aquosa foram adsorvidas em cartucho Sep-pak
C18 visando uma alteragdo minima na composi¢do do pigmento. Para a
separagdo em CLAE, a solugdo aquosa dos pigmentos foi submetida a um
procedimento mais vigoroso para remover interferentes fenélicos que absorvem
no UV sendo adsorvida em polivinilpirrolidona hidratada. Para as analises de
antocianidinas foi usada uma coluna Suplecosil ODS (5mm x 25cm, 5um), com
os solventes A) acido acético a 15 % B)acetonitrila, com eluigdo isocratica a 1,5
mi/min com 85% de A e 15% de B a temperatura ambiente, deteccdo a 520nm.

As andlises de antocianinas foram realizadas em coluna Polymer Labs
PLRP-S (4,6mm x 25cm, 5um), com os solventes A) acido fosférico 4 % e B)
acetonitrila 100 %, com uma etapa de eluicdo em gradiente e duas etapas
isocraticas, detecgcdo a 520 e 260 nm. De acordo com os resultados, os
referidos autores encontraram que confirmaram os encontrados em trabalhos
prévios, ou seja, para uma antocianidina dada, os glicosideos analogos eluiram
na seguinte ordem crescente de tempo de retengdo: galactosideo, glicosideo,
arabinosideo. Entretanto, os glicosideos de delfinidina eluiram antes dos
glicosideos de cianidina, e os diglicosideos eluiram antes dos correspondentes
monoglicosideos. Em relagdo as propriedades espectrais obtidas com detector
de arranjo de diodos, os referidos autores encontraram que o incremento da
polaridade do solvente utilizado como fase modvel influenciou nas
caracteristicas espectrais das antocianinas incrementando a razdo E 440/E max

vis € diminuindo 0 Amax vis .
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TABELA 1 Valores de tempo de retencdo (min) para varios glicosideos das
antocianidinas mais comuns.

Pigmento tr (Min)*
3-Ramnosilglicosideo-5-glicosideo delfinidina 15.4
cianidina 19.1
petunidina 22.0
pelargonidina 22.2
peonidina 25.8
malvidina 28.4
3,5-Diglicosideo delfinidina 18.2
cianidina 21.7
petunidina 25.0
peonidina 25.0
pelargonidina 25.3
malvidina 321
3-Ramnosilglicosideo delfinidina 27.0
cianidina 31.1
petunidina 33.6
pelargonidina 34.8
peonidina 39.0
malvidina 42.8

.* Dados de AKAVIA et al. (1981), de acordo a HARBORNE & GRAYER(1988).

HONG & WROLSTAD (1990b) usaram, também, CLAE com detector de
arranjo de diodos para caracterizar o perfil de pigmentos antocianicos de varios
corantes antocianicos e sucos concentrados de “blackcurrant”, “blackberries”,
“pblack raspberry”, “elderberry”, cereja, ameixa, uva, “bilberry” e repolho roxo
disponiveis comercialmente. A metodologia de CLAE para antocianinas e
antocianidinas usada pelos autores segue método descrito por HONG e
WROLSTAD (1986). Os autores concluiram que CLAE com detector de arranjo
de diodos € uma ferramenta Gtil para a caracterizagédo de antocianinas, com as

caracteristicas espectrais das antocianinas sendo informagbes utéis para
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elucidar a natureza da aglicona e os padrées de substituigdo glicosidica,
adicionalmente aquelas fornecidas pelas caracteristicas de retengdo em CLAE
fase reversa.

As antocianinas de varias frutas vermelhas foram estudadas por
GOIFFON et al. (1991), utilizando CLAE com o proposito de investigar os
parametros que afetam o tempo de retengdo e, em particular, as influéncias
dos constituintes aglicona e acgucar. Estes autores resumiram os
comportamentos para CLAE em fase reversa, estabelecidos na literatura:

i) A retengdo da aglicona estd correlacionada com a hidrofobicidade da
molécula e a ordem de eluigdo observada é delfinidina <cianidina<
pelargonidina< peonidina< malvidina.

i) Com a mesma aglicona, a ordem de eluicdo é 3-galactosideo<3-
glicosideo<3-rutinosideo<3-arabinosideo. Entretanto, VAN de CASTELLE et al.
(1983) encontraram que cianidina-3 arabinosideo elui entre cianidina-3
galactosideo e cianidina-3 glicosideo.

iii) A adigdo de um segundo carboidrato a antocianidina 3-glicosideo aumenta
sua polaridade, resultando numa diminuigdo de sua retengédo. A presenca de
um grupo metila na molécula de ramnose afeta o comportamento
cromatografico, assim cianidina 3-rutinosideo elui depois de cianidina-3
glicosideo.

Os referidos autores usaram CLAE com coluna analitica Lichrospher RP-
18 (250 x 10 mm, 7 pm) com os solventes |) agua-acetonitrila (ACN)-acido
formico (84:6:10, v/viv) e Il) agua-acetonitrila (ACN)-acido formico (81:9:10,
viviv), com fluxo de 1mi/min em cromatografia analitca e 6 mi/min em
cromatografia semi-preparativa, a temperatura ambente. Foram usadas
hidrélises &acida para a analise dos fragmentos obtidos. Para a anélise das
agliconas foi empregada agua-acetonitrila-acido férmico (75:15:10, v/v/v) como
fase movel.

Os autores encontraram que a variagdo do tipo de aglicar nio
resulta em variagdo do valor de log a(onde a representa a selectividade) e
portanto, independentemente do agucar, tem-se 0 mesmo aumento do log o

para as diferentes antocianidinas. A representagéo do loga vs antocianidinas,
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em ordem crescente de hidrofibicidade, resulta na predigdo do comportamento
de eluicdo mensuravel e dos tempos de retencdo de uma antocianina
individual. Assim, o tempo de retengdo de todas as antocianinas com os
mesmos glicosideos pode ser encontrado a partir da retengdo de um deles e de
um grafico conhecido correspondente a outro grupo de glicosideos.

GOIFFON et al. (1991) interpretaram os dados com o tratamento geral
das constantes fragmentais derivadas por REKKER & KORT(1979); de acordo
com estes autores as caracteristicas de retengdo de uma molécula dependem
de sua hidrofobicidade e podem ser determinadas considerando-se cada parte
da molécula de um soluto dado, tomando-se em conta as suas propriedades de
hidrofobicidade. Assim, a retengdo de uma antocianina simples pode ser
calculada considerando os dois fragmentos: a aglicona e o glicosideo.
Seguindo a teoria de Rekker e Kort, deveria existir uma relagéo linear entre
loga e a hidrofobicidade do soluto.

Mediante tratamento matematico, considerando-se o coeficiente de
particdo entre fases aquosas e organicas P, o fator de capacidade k' e a
selectividade «, os autores acima relataram as seguintes observagdes:

a) a adicdo de um segundo aglUcar a uma antocianina monoglicosilada tem
menor efeito na retengédo que a adigdo de um agucar a uma aglicona.

b) uma terceira molécula de agucar tem um efeito levemente maior que o
segundo aglucar em caso de uma estrutura ramificada. Interagbes entre dois
agUcares parecem ser mais fortes em um diglicosideo que em uma molécula
de triglicosideo.

c) a adicdo de uma glicose na posi¢gdo 5- de uma aglicona produz uma
diminuicdo em log a maior que a apresentada pela mesma adicdo a
antocianina glicosilada na posigdo 3. Assim, de acordo com os autores acima,
deve existir uma interagdo entre o agucar na posicdo 3 e a glicose na posi¢do
5.

d) a modificagdo da fase moével, (como um aumento na proporgéo de
acetonitrila) produz uma diminuigdo em loga maior para diglicosideos e
triglicosideos que para monoglicosideos produzindo uma alteragdo na ordem
de eluigdo.

14



e) a contribui¢gdo da aglicona calculada da mesma forma, mostra que a adi¢ao
de um grupo hidroxilado a pelargonidina, cianidina ou peonidina produz a
mesma variagdo, (AOH), de loga. O mesmo efeito produz a adigdo de um
grupo metoxilo a cianidina ou pelargonidina [(AOCH3; ) variagédo de log «]. Isto
possibilita a deducdo dos valores de retengdo de uma antocianina apartir de
outra.

Através da teoria de REKKER, que estabelece que a retengdo destes
compostos deve-se a dois fatores independentes, um especifico da agicona e o
outro do agucar, obteve-se uma melhor compreensdo da retengdo de
antocianinas. Estes dois fatores foram estudados e as regras que governam a
cromatografia das antocianinas foram estabelecidas, permitindo predizer a
retengdo de qualquer composto, graficamente ou por céalculos (GOIFFON et al.,
1991).

HEBRERO et al. (1989) separaram, identificaram e quantificaram mono e
diglicosideos de antocianinas de uma variedade de uvas hibrida (Vitis vinifera x
Vitis berlandieri 41B), propondo o uso de CLAE com detector de arranjo de
diodos para a identificagdo das antocianinas presentes sem isolamento prévio.
Os autores usaram CLAE com detector de arranjo de diodos, usando coluna
Nucleosil C-18 (25cm x 0,46cm, 5um), com o sistema de solventes: A) acido
formico 10 % em agua e B) acetonitrila, em eluigdo por gradiente, e fluxo 1,0
ml/min. A detecgio foi realizada simultaneamente a 280, 310, 330, e 525nm. A
andlise das antocianidinas foi realizada sob idénticas condi¢gdes. A
determinagdo quantitativa das antocianinas presentes nas uvas foi avaliada a
partir das areas dos picos cromatograficos monitorados a 525 nm. A
quantificagdo de monoglicosideos e diglicosideos de malvidina foi calculada
em relagdo a 3-monoglicosideo e 3,5-diglicosideo de malvidina,
respectivamente. A caracterizagéo foi inicialmente procedida através da analise
dos 20 picos obtidos do perfil cromatografico do extrato, identificados através
do tempo de retengdo em CLAE e das propriedades espectrais.

Os autores acima encontraram que as antocianidinas presentes nesta
variedade de uvas séo delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina, e malvidina.

A mesma ordem de eluicdo observada nas antocianidinas persiste nos
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diferentes grupos derivados, isto é, entre os 3-monoglicosideos e 3,5-
diglicosideos. Entretanto, a acilagdo das antocianinas envolve uma perda de
polaridade em relagédo aos correspondentes compostos ndo acilados, com um
aumento no tempo de retengao.

HEBRERO et al. (1989) consideraram finalmente que a hidroxilagéo ou
metilacdo do anel B em algunos casos pode afetar a polaridade mais que a
presenga ou ausencia de uma segunda molécula de acucar. Estes autores
encontraram que o comprimento de onda maximo dos espectros visiveis das
diferentes antocianinas mostraram um deslocamento batocrémico com o
aumento da proporgdo de acetonitrila. Ainda, os maximos de absorgdo
mostraram pequenas diferengas quando usava-se proporgdes de acido férmico
de 4,5% ou 10%, indicando que a propor¢édo de acido afeta o espectro destes
compostos.

LEE & HONG (1992), avaliando a literatura sobre analise cromatogréfica
de antocianinas, observaram que a maioria dos sistemas CLAE empregados
para caracterizagdo de antocianinas, utilizam cromatografia em fase reversa
com colunas ODS (fase ligada C-18) baseadas em silica. Entretanto, particulas
de 5-6 um geralmente representam um bom compromisso em termos de
conveniéncia. Estes autores observaram que a eluigdo por gradiente parece
ideal para a separagdo de antocianinas que estruturaimente sdo muito
similares. A maioria dos sistemas de solventes utilizados incluem eluigéo por
gradiente binario com metanol ou acetonitrila como modificadores organicos e,
ocasionalmente, eluigdo isocratica para frutas que tém um perfil de pigmentos
relativamente simples.

Além disso, esses sistemas quase sempre incluem um &cido para
assegurar que as antocianinas se encontrem na forma flavilium, sendo os mais
empregados, o acido férmico, acético, fosférico, trifluoroacético e perclérico,
bem como o emprego de detecgédo na faixa de comprimento de onda de 520 a
546nm.
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VERSARI et al. (1997) determinaram o perfil antocianico de diferentes
frutas vermelhas usando CLAE combinado com detector de arranjo de diodos e
adotando duas condigdes de elui¢do diferentes. Para analise das amostras, foi
empregada uma coluna fase reversa baseada em silica Nucleosil 120 C18-
30DS (250 x 3,9 mm, 5um) , a uma temperatura de 40°C. Como fase mével
foram empregados acido férmico e acetonitrila, com um método de eluicdo
isocratica e outro em gradiente. A identificagdo das antocianinas em CLAE foi
baseada nos tempos de retengédo e no espectro visivel que foram comparados
com valores encontrados na literatura. Os autores relataram que a detecgao
com arranjo de diodos é uma poderosa ferramenta na identificacdo e
caracterizagdo do perfil de antocianinas de frutas vermelhas, entretanto os
tempos de retengdo dependem da glicosilagdo e das condi¢gbes de eluigéo. De
acordo com os autores, as diferengas entre as diversas frutas analisadas em
termos de numeros de picos e areas relativas, pode fornecer uma “impresséo
digital” para a identificagdo de frutas verrmelhas, uma vez que o perfil
antocianico é distinto para cada fruta qualitativa e quantitativamente e portanto
atil na detecgdo de adulteragées em produtos que contenham antocianinas ou
na identificacdo de corantes adicionados a alguns produtos.

DAVIES & MAZZA (1992) separaram eficientemente as antocianinas e os
flavondides de pétalas de “Monarda fistulosa” em coluna em fase reversa
Spheri 10-RP18 ( 250 x 4,6 mm., 10 um) por CLAE, equipado com detector de
arranjo de diodos, usando o sistema de solventes:A) acido férmico:agua (5:95
viv) e B) metanol, com eluicdo por gradiente. A detecgdo a 280 e 510 nm
revelou a presenga de 16 picos incluindo 5 pigmentos antocianicos. Para a
caracterizagdo dos pigmentos foram usadas técnicas analiticas auxiliares, tais
como hidrélise acida, cromatografia em papel e cromatografia em camada
delgada. Os derivados da antocianina principal e a presenga de acilagdo foram
determinados baseados nos tempos de retengdo e no espectro UV-visivel.
Estes autores encontraram que o perfil de flavondides de “Monarda fistulosa” L.
contém varias formas aciladas de pelargonidina 3,5- diglicosideo, a principal
antocianina sendo caracterizada como pelargonidina 3,5-diglicosideo acilada
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com acidos malbnico e coumarico, representando 81% do conteldo total de
antocianinas.

BAUBLIS & BERBER-JIMENEZ(1995) usaram CLAE no estudo das
antocianinas de plantas da familia Commelinaceae (especie Tradescantia
pallida ) que mostraram excelente estabilidade quando comparadas com outras
antocianinas. Os autores analisaram o extrato de tradescantia usando CLAE
com detector de arranjo de diodos a 520nm, com coluna YMC-Pack ODS-AM
(250 x 4,6 mm, 5 um) , com os solventes: A) acido férmico 10% em agua (v/iv) e
B) metanol/tetrahidrofurano (1:1, v/v) com eluigdo isocratica de 15% de Aem B
e fluxo de 0,9 ml/min. A separagdo e coleta da antocianina principal foi
realizada com CLAE semipreparativa usando uma coluna YMC-Pack ODS-AM
(250x 10 mm), com o perfil de eluigéo idéntico ao da separagao analitica e fluxo
de 4,2 ml/min; uma segunda purificagdo foi feita com o sistema de solventes A)
acido férmico 10% em agua (v/v) e B) acetonitrila, com o perfil de eluigdo
sendo 25% de B em A com fluxo de 2,4 mi/min. De acordo com os referidos
autores, foi identificada a antocianina principal de T.pallida, a 3-O-[6-O-[2,5-di-
O-(E)-a-L-arabinofuranosil]-B-D-glucopiranosil]-7,3’-di-O-[6-O-( E)-feruloil-p-D-
glucopiranosil] cianidina, através de hidrélise quimica, espectrometria de
massa, e H NMR.

1.3 CARACTERIZAGAO DE ANTOCIANINAS PRESENTES EM ALIMENTOS

CHANDRA et al(1992) caracterizaram as antocianinas de varios
cultivares de cereja (Prunus cerasus L.), visando identificar os cultivares com
maior conteudo antocianico. Os pigmentos foram purificados por adsorgdo em
cartucho Sep-Pak C-18 previamente a analise em CLAE. As amostras foram
analisadas em colunas C-18 Chemcopak e Capcellpak (10 x 250 mm, 5 um),
com a fase mével: acido fosférico a 4% aquoso / acetonitrila (80:20, v/iv) em
condi¢des de eluigdo isocratica com fluxo de 1,5 ml/min. As amostras foram
analisadas a 520 nm com detector UV-visivel. As antocianinas foram
identificadas por comparagdo de seus tempos de retencdo com amostras de
suco de amora conforme descrito por HONG e WROLSTAD (1990). Os teores
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de antocianinas foram expressos como porcentagens de area de pico dos
cromatogramas obtidos. Os autores identificaram cianidina 3-soforosideo,
cianidina 3-glicosilrutinosideo, cianidina 3-glicosideo, e cianidina 3-rutinosideo
nos cultivares Monymorency, English Morello e tres hibridos “Michigan State
University”. Também peonidina 3-galactosideo foi reportada pela primeira vez
em cerejas.

BAKKER et al.(1994) analisaram qualitativa e quantitativamente a
composigéo antocianica de sucos de 39 genétipos de morango, usando CLAE
com detector de arranjo de diodos. Foi utilizada uma coluna ODS Hypersil (100
x 2,1 mm, 5 um), a 40 °c, com fluxo de 0,3 ml/min do sistema de solventes: A) 6
g/l acido perclérico aq. e B) metanol , eluidos em gradiente linear. a analise
quantitativa foi realizada com pelargonidina-3-glicosideo como padréo externo.
Os autores encontraram que o conteiudo de antocianinas nos sucos de
morango apresentam uma média de 99,2 mg/l. Foram observadas treze (13)
antocianinas em trinta e nove (39) genétipos de morango. A analise espectral
evidencia a presenga de oito pelargonidinas e duas cianidinas. Cianidina e
pelargonidina-3-glicosideo-succinato foram tentativamente identificadas.

GAO & MAZZA (1995a) isolaram e caracterizaram as antocianinas
simples e aciladas de “blueberries” (Vaccinium angustifolium Ait.), usando
CLAE com detector de arranjo de diodos, em coluna Superpac Pep-S (4 x
250mm, 5um), e elui¢do por gradiente do sistema de solventes formado por A)
5% de acido fébrmico em agua e B) metanol, com fluxo de 1,2 mi/min, a 26°C. A
caracterizagdo das antocianinas foi realizada através de hidrolise acida e
analise das agliconas e acidos aromaticos através de CLAE, entanto os acidos
alifaticos e agucares foram analisados por CG. A identidade da maioria das
antocininas foi confirmada por comparagdo com padres de pigmentos obtidos
de fontes comerciais e/ou de cascas de uvas “Cabernet Sauvignon”. Os
resultados mostraram que “blueberry” contém ao menos 25 antocianinas,
incluindo glicosideos e galactosideos acilados de delfinidina, cianidina,
petunidina, peonidina e malvidina.
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Os mesmos autores (GAO & MAZZA, 1995b) também caracterizaram e
quantificaram antocianinas e fendlicos incolores em 11 cultivares e hibridos de
cereja (Prunus avium) através de CLAE e CG. O sistema CLAE utilizado esteve
equipado com coluna em fase reversa SuperPac Pep-S (4 x 250mm, S5um)
precedida de coluna de guarda, com detector de arranjo de diodos. A fase
movel formada pelo sistema de solventes A) acido formico em agua (5:95, v/v)
e B)metanol, em eluicdo por gradiente com fluxo de 1ml/min. Todos os
gendtipos de cereja de cor escura continham 3-rutinosideo e 3-glicosideo de
cianidina como antocianinas\ principais e os mesmos glicosideos de peonidina
como antocianinas menores. Outras antocianinas menores, como pelargonidina

3-rutinosideo foram caracterizadas pela primeira vez em cerejas.

TERAHERA et al. (1994) determinaram a composigdo antocianinca do
arroz vermelho aromatico (Oryza sativa var.Indica Tapol) e seu vinho. A
determinagdo da composigdo antocidnica foi realizada usando CLAE com
coluna Nucleosil 5C8 (250 x 4,6 mm) a 35 °C com fluxo de 1ml/min com
detecgdo a 520nm. O método empregou eluicdo por gradiente linear dos
solventes A) acido fosférico a 1,5% e B) 1,5% de acido fosférico, 20% de acido
acético, 25% de acetonitrila em agua (v/v). Os autores separaram e
identificaram sete (7) picos através de co-cromatografia com padrées internos.
As antocianinas principais foram identificadas como cianidina 3-glicosideo e
peonidina 3-glicosideo. Outros pigmentos menores foram identificados como
cianidina 3,5-diglicosideo, cianidina 3-soforosideo, cianidina 3-rutinosideo e
peonidina 3-rutinosideo, entretanto um desses pigmentos nao foi identificado.
Durante a preparagdo e armazenamento se manteve constante a proporgéo de
peonidina 3-glicosideo, ainda que cianidina 3-glicosideo diminui de 56% a 26%.

LEE & WICKER (1991) isolaram e caracterizaram os pigmentos
antocianicos da casca de Lychee ( Litchi chinensis Sonn.). As antocianinas
foram identificadas depois de separadas por CLAE em coluna C-18, pelo
espectro obtido “on- line” em detector de arranjo de diodos, por hidrélise
alcalina e hidrolise acida. Os autores empregaram coluna Bondapak C-18 para
a analise das antocianidinas com fase moével metanol/acido acético/agua
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(20:10:70; viviv), fluxo de 1,2 mi/min. Para a analise das antocianinas usaram
coluna PLRP-S (4,6 x 250 mm), eluicdo em gradiente do sistema de solventes
A) 3,5% de acido fosférico em agua e B) acetonitrila. Para identificar as
antocianidinas foram usados antocianidinas de “blueberries” como
antocianidinas padrdes. Foi identificada a antocianina principal como cianidina
3-rutinosideo, além de cianidina 3-glicosideo e malvidina 3-acetilglicosideo.

1.4 APLICAGOES em CLASSIFICAGAO QUIMIOTAXONOMICA

Analises de antocianinas e outros flavonéides através de CLAE foram
utilizadas para a distingdo entre diferentes espécies de plantas.

GERASOPOULUS & STAVROULAKIS (1996) estudaram a composigdo
e conteudo de antocianinas em 4 cultivares de amora (Morus sp) usando
CLAE, empregando coluna Supecosil LC-18 (250 x 46 mm) com detector de
arranjo de diodos. A identificagdo da composi¢gédo antocidnica de amoras cv.
Mavromournia, foi realizada comparando-se com padrées de antocianina de
suco de framboesa vermelha (cv Heritage. Os autores encontraram que a
composigdo antocianica de amora cv. Mavromournia comparada com o0s
outros cultivares apresenta diferengas em termos de sua derivagdo genética. A
composigdo antocianica desta variedade foi similar & encontrada em groselha
vermelha cv Heritage ou Marcy. Foram identificadas 4 antocianinas
correspondentes a 4 distintos picos: cianidina-3- soforosideo, de cianidina 3-
glucorutinosideo, pelargonidina 3-glicosideo, com o terceiro pico né&o
identificado.

GIUSTI & WROLSTAD (1996) identificaram e quantificaram os
pigmentos antocidnicos de rabanete (Raphanus sativus L.) e compararam a
estabilidade destas antocianinas a hidrélise acida com outras antocianinas
contendo pelargonidina. Os autores empregaram dois sistemas
cromatograficos: Primeiro, para separar as antocianinas de rabanete usaram
uma coluna Polymer Labs PLRP-S (5 micron) 250 x 4.6 mm i.d., com um
sistema de solventes A: acetonitrila e B: 4% de acido fosférico com eluigdo em
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gradiente linear e no segundo as antocianinas saponificadas, antocianidinas, e
pigmentos parcialmente hidrolizados foram separados com coluna Supelcosil
LC-18 (5 um) com o sistema de solventes A: acetonitrila e B: 4% de acido
fosférico, 10% de acido acético, 5% acetonitrila e agua, com eluigdo em
gradiente linear. Ambos sistemas acoplados a detector de arranjo de diodos a
280, 310 e 520 nm.

Os autores encontraram que as duas antocianinas principais foram
pelargonidina 3-soforosideo-5-glicosideo, acilada com acido malénico e acido
p-coumarico e a segunda com acido ferulico em uma razdo molar de 1/1. Em
relagdo ao estudo da estabilidade de derivados de pelargonidina a hidrélise
acida, os autores identificaram os diferentes derivados de pelargonidina em
diferentes tempos de hidrélise de 5 a 70 min, através dos tempos de retengédo
de pelargonidina 3-glicosideo e pelargonidina 3-soforosideo purificados e de
seus espectros de absorgao.

VLAHOV (1992) estudou a variagdo de flavonols, flavonas e
antocianinas em tres variedades de oliva (Olea europaea) durante a maturacdo
visando a caracterizagdo das frutas. As amostras foram analisadas por CLAE
em fase reversa usando uma coluna Microspher C18 (10cm x 4,6mm., 3um)
com o sistema de solventes A): metanol e B) acido acético: agua (5:95), com
eluicdo em gradiente linear e fluxo de 1,1 mi/min. Os picos foram identificados
por comparagao dos tempos de retengdo com padrdes puros, como cianidina-
3-glicosideo e cianidina-3-rutinosideo. No que se refere as antocianinas,
cianidina-3-rutinosideo foi a Unica antocianina encontrada nas variedades
Cassano e Leccino. Em contraste com estas, nas frutas da variedade Gianaffa,
cianidina-3-glicosideo estava presente junto com cianidina-3-rutinosideo, as
quais aparecem simultaneamente e aumentam durante o periodo de

maturac¢do, mantendo constante a razdo 1 entre elas.

KADER et al. (1996) isolaram e identificaram os compostos fendlicos,
incluindo flavondides, de "highbush blueberries" (Vaccinium corymbosum, L.,
cultivar “Coville”) cultivados no noreste da Franga visando a caracterizagdo
quimica de plantas de “blueberry” cultivadas nesse pais. O pigmento
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antocianico extraido foi analisado por CLAE com detector de arranjo de diodos,
em coluna fase reversa Lichrosorb 100 RP-18 (250 x 4 mm, 5 um) usando fase
movel composta pelos solventes A) agua/acido formico (90:10, viv) e B) agua/
acetonitrila/MeOH/acido férmico (40:22,5:22,5:10,v/v). A eluicdo foi efetuada
com fluxo de 1,0 ml/min. em gradiente a 22 °C. Para identificar os 15 picos do
cromatograma foram usados padrées de trabalhos prévios. Os autores
identificaram 3-monoarabinosideos, 3-monogalactosideos e 3-monoglicosideos
de cianidina, delfinidina, petunidina e peonidina.

PRICE & WROLSTAD (1995) separaram os pigmentos antocianicos de
“Royal Okanogan Huckleberry” e os identificaram mediante seus tempos de
retengdo e espectro UV-visivel dos pigmentos purificados e seus produtos de
hidrélise. Os autores usaram cartucho Sep-pak C-18 para preparagéo da
amostra das antocianinas e coluna Supelcosil C18 (250 x 4,6 mm), com o
sistema de solventes A) 15% de acido acético (aq) e B) 100% de acetonitrila
em eluigdo isocratica a 85% do solvente A e fluxo de 1,5 mi/min, detector de
arranjo de diodos a 520nm, para comparagéo das antocianinas com as de
outras fontes e para separagdo das antocianidinas de sucos da fruta e das
fragGes purificadas ap6s hidrélise acida; entretanto um segundo sistema com
coluna Spherisorb ODS-2 (250 x 4,6 mm), eluigdo em gradiente do sistema de
solventes A) 4% de acido fosférico(aq) e B) 100% de acetonitrila e fluxo de 1,3
mi/min, foi usado para separar as antocianinas ndo aciladas e purificar os
pigmentos individuais mediante sucessivos coletas manuais. A antocianina
principal encontrada foi petunidina 3-(p-coumaril-rutinosido)-5-glicosideo.
Foram identificadas onze (11) antocianinas, tendo apenas tres (3) agliconas,
petunidina, delfinidina, e malvidina com a mesma substituicdo glicosidica, e
varios graus de acilagdo com acidos p-coumarico, feralico, e caféico.

ANDERSEN (1987) isolou as antocianinas de frutas de Vaccinium
Uliginosum L. (Bog Whortleberry) por combinagcdo de cromatografia “droplet
counter-current” (DCCC) e CLAE semi-preparativa. DCCC foi realizada com n-
butanol-acido acético-agua ( 4:1:5, v/v) como fase mével. Foram recolhidas
cento e sessenta (160) fragdes, cada uma de 4ml. O eluato foi monitorado a

23



510nm, observando-se um pico largo desde a fragdo 28 até a fragdo 152. A
cada tres aliquotas, foram monitoradas as fragbes com cromatografia em
camada delgada (CDD) e CLAE analitico. As fragbes contendo as mesmas
antocianinas foram recolhidas e submetidas a CLAE semi-preparativa com
coluna Supelcosil LC-18 (25 x 1cm, 5 um), empregando dois solventes: A)
acido férmico-agua (10:90, v/v) e B) acido formico-agua-metanol (10:40:50, v/v)
com eluigdo em gradiente, volume de inje¢do de 100-150ul, e o fluxo de 3,0
ml/min, com coleta manual das fragdes. As antocianinas foram analisadas por
CLAE com detector de arranjo de diodos, em coluna analitica Supelcosil LC-18
(25 cm x 4,6 mm, 3 um), com eluigdo em gradiente linear dos solventes A e B,
e fluxo de 1,5 mi/min. Apés hidrélise ,emprego de dados espectrais e co-
cromatografia com compostos auténticos, foram identificados treze (13)
pigmentos como 3- monoglicosideos de malvidina, delfinidina, cianidina e

petunidina, combinados com glicose, arabinose e galactose.

1.5 CARACTERIZAGAO DE ANTOCIANINAS PARA VITICULTURA E
ENOLOGIA

E de grande interesse pratico , em viticultura como em enologia, dispor
de métodos de analises adequados para a analise de antocianinas quantitativa
e qualitativa. Isto torna possivel a caracterizagdo de cultivares de acordo com
a composicdo antocianica, o estudo da biossintesis de antocianinas em uvas e
o monitoramento das alteragdes nos contetidos destes compostos durante o
processo de vinficagdo. Diversos autores estudaram as relagdes entre grupos
homogéneos de pigmentos antocidnicos em vinhos com criterio quimico
estruturais tais como numero de grupos hidroxila ou metoxila no anel B das
antocianidinas ou os diferentes tipos de acilagdo, visando a catalogagdo e
tipificagdo varietal. O conhecimento dos pigmentos antocianicos é importante
também no acompanhamento dos processos de vinificagdo e envelhecimento,
assim como nos estudos de biosintesis de compostos durante esses
processos.
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FERNANDEZ-LOPES et al. (1992) estudaram a evolugdo dos pigmentos
antocianicos de um cultivar de Vitis vinifera L. durante a maturagdo mediante
CLAE. O método utilizado empregou coluna Spherisorb ODS (4 x 150mm,
5um), eluicdo por gradiente com o sistema de solventes A: acido férmico 55,0
g/l em H;0 e B: acetonitrila e detector de arranjo de diodos. As quantidades de
antocianinas foram expressas como malvidina-3-glicosideo, encontrando-se
gue o contetdo total de antocianinas aumentava de 310 mg/kg a 1139 mg/kg
na maturidade fisiolégica. Os referidos autores também encontraram que os
pigmentos monoglicosideos representavam de 82-87% do contetdo total de
pigmentos com malvidina- 3 glicosideo sendo o mais abundante. Os derivados
de peonidina foram menos abundantes no comego do amadurecimento, mas
com a maturidade os conteudos de derivados de cianidina tornam-se menores.

PAZO et al.(1995) separaram e quantificaram de forma relativa as
antocianinas de seis variedades de uvas negras cultivadas na Galicia
(Espanha) visando uma diferenciagdo varietal, mediante CLAE fase reversa
com detector de arranjo de diodos. As amostras de vinho foram purificadas
com cartucho Sep-Pak C-18. A separagéo foi realizada em coluna pBondapak
C-18 (3,9 x 300 mm, 10 um), com o sistema de solventes A) 5% de acido
férmico (aq) e B) metanol, com eluigdo em gradiente. A identificagdo das
antocianinas foi realizada através de seus tempos de retengdo e dos espectros
UV-visivel obtidos com detector de arranjo de diodos. Os autores observaram
que em todas as variedades estudadas, a porcentagem de 3-glicosideo de
malvidina foi superior a 88%, enquanto o 3-glicosideo de cianidina néo
superava 1,8%. Ja a porcentagem de antocianinas trisubstituidas no anel B
(derivados de delfinidina, petunidina e malvidina) foi muito superior aos
disubstituidos (derivados de cianidina e peonidina). As variedades estudadas
podem classificar-se no grupo da malvidina por conter mais do 35% de 3-
glicosideo de malvidina. Os autores encontraram que levando-se em conta as
porcentagems de area dos tres derivados de malvidina, 3-glicosideo, 3-(6-O-p-
O-acetil)glicosideo e 3-(6-O-p-cumaril)glicosideo, obteve-se uma boa
diferenciagao varietal.
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GAO & CAHOON (1995) estudaram o perfil antocianico de uvas hibridas
Vitis cv. Reliance. Os autores identificaram as antocianinas mediante
comparagdo sistematica com padrées de antocianinas e antocianidinas por
CLAE fase reversa C18, pela determinagédo da fracdo glicosidica depois de
completa hidrélise acida e pelas medidas espectrais. A comparagdao dos
tempos de retengdo das antocianinas e antocianidinas com padr8es foi feita
com sistema CLAE com coluna RP-18 Spherisorb (150 mm x 4,6mm, 5um)
com detector UV-VIS. Os solventes usados foram: A) acido formico a 10% em
agua e B) acetonitrila, eluidos em gradiente linear com fluxo de 1mi/min. As
amostras foram purificadas em cartucho Maxiclean C-18. Os perfis
cromatograficos obtidos por CLAE do extrato de antocianinas foram
acompanhados a 520 nm e apresentaram sete (7) picos, identificados como
delfinidina  -3-glicosideo, cianidina 3-glicosideo e peonidina 3-glicosideo.
Outros picos foram identificados tentativamente como cianidina 3- glicosideo,
petunidina 3-glicosideo, malvidina 3-glicosideo e derivados de cianidinas
acilados.

ROMANI et al. (1996) estudaram a composicdo de polifendis e
polisaccarideos de vinhos e uvas Tuscan, visando a identifigdo de vinhos
através de parametros quimicos especificos e estabelecimento da correlagéo
entre as caracteristicas quimicas das uvas e qualidade dos vinhos. Foram
analisadas amostras de uvas (cv.Sangiovese) de tres (3) zonas da regido de
Chianti (Italia) e seus correspondentes vinhos. A fragdo antocidnica foi
analisada por CLAE-DAD, usando uma coluna Aquapore RP 300 (250 x
4,6mm). As antocianinas foram separadas usando as seguintes fases moveis:
A) agua / acido acético(9/1, v/v), B) agua/ acetonitrila / metanol/ acido acético
(45:22,5:22,5:10, viv), eluidas em gradiente linear de trés etapas, com espectro
UV-visivel sendo monitorado entre 250 e 600nm e os cromatogramas
detectados a 535, 330, 310 e 280 nm. Os autores encontraram que os
resultados obtidos para polifendis e polissaccarideos nas tres areas estudadas
mostravam que as uvas produzidas tinham o potencial quimico necessario para
vinhos de alta qualidade.
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CAMEIRA-DOS-SANTOS et al. (1996), estudaram os componentes
(pigmentos vermelhos-laranjados derivados de antocianinas) presentes no
deposito coloidal superficial da membrana polimérica utilizada durante a
microfiltragdo do vinho mediante analise com CLAE. Depois da purificagdo em
coluna com silica gel fase normal, os pigmentos laranjas desconhecidos
obtidos na fragdo 2 foram isolados por CLAE semi-preparativa, empregando a
coluna Bondapak RP-18 (300 x 7,8 mm, 10 um), fluxo de 2ml/min, a 30 °C,
com os solventes A) acido acético a 2,5% e B) acetonitrila/solvente A, (80:20,
viv), eluigdo em gradiente linear. Os vinhos e extratos da membrana foram
analisados por CLAE usando detector de arranjo de diodos com coluna fase
reversa Lichrospher 100-RP18 (250 x 4mm, 5um), com os sistemas de
solventes A) acido férmico em agua 20ml/min e B) acetonitrila/agua/acido
formico (80:18:2, v/v), eluicdo em gradiente linear. A caracterizagéo das
antocianinas foi realizada por comparagdo dos tempos de retengdo e dos
espectros UV-VIS com compostos de referéncia e dados da literatura .Os
autores detectaram novos pigmentos vermelho-laranja derivados de
antocianinas no curso dos experimentos de microfiltracdo que resultariam da
condensagdo entre as antocianinas do vinho (possivelmente os 3-glicosideos e
3-p-coumaroilglicosideo de malvidina) e um outro componente do vinho, que
ndo é um flavonol. Esta reagdo participaria no mecanismo de alteragéo da cor

durante o envelhecimento dos vinhos.

BAKKER et al.(1986) determinaram o contetdo total de antocianinas
livres em vinhos tinto de mesa e vinho-do-porto por método CLAE e por
métodos espectrais (método de Somers & Evans). Foi empregada no sistema
CLAE uma coluna em fase reversa Spherisorb- Hexyl Shandon (5mm x 100
mm, 5um) a 35 °C, com eluigdo em gradiente de acido perclérico 0,6 % aquoso
e metanol, com detector UV-VIS a 520 nm. A concentragdo de antocianinas
nos vinhos foi quantificada com padrdo externo de cloreto de malvidina-3-
glicosideo. A cor do vinho deve-se principalmente aos derivados antocidnicos
da fruta (monomeéricos ou livre) e aos pigmentos poliméricos formados a partir
das antocianinas, Somers & Evans desenvolveram um método espectral para

estimar a extensédo da formacéo de pigmentos poliméricos.As cores do vinho e
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a cor devido aos pigmentos poliméricos (considerada como cor residual do
vinho apods branqueamento das antocianinas com alta concentragdo de
metabisulfito de sodio.) foram medidas a 520 nm no pH do vinho, enquanto a
cor dos pigmentos totais foi medida em HClI 1 M a 520 nm. O método CLAE
permite a medigdo direta de antocianinas em vinhos vermelhos, com a
integragdo das areas dos picos das antocianinas monoméricas individuais
determinando o contelido total de antocianina monomérica.Os resultados
mostraram que os contetidos de antocianinas totais medidos por CLAE foram
menores que aqueles estimados pelo método espectral de Somers & Evans,
com as diferengas entre os dois métodos sendo maiores para vinhos jovens,
diminuindo com o envelhecimento do vinho. A CLAE mostrou que os vinhos de
mesa jovens apresentam 20 a 35% de pigmentos poliméricos, e os vinhos do
porto novos, de 17 a 69% de pigmentos poliméricos que aparecem como
curvas difusas com longos tempos de retengdo. Segundo os referidos autores,
isto indicaria que os pigmentos oligoméricos formados no envelhecimento do
vinho s3o parcialmente branqueados pelo bissulfito empregado no metodo
espectral de modo que o contetido de antocianinas calculadas nesta base é
muito elevado.

DALLAS et al. (1996) investigaram as reagbes de condensagao
produzidas durante o envelhecimento dos vinhos entre antocianinas e
compostos fendlicos, formando pigmentos poliméricos. Os autores usaram
varias antocianinas (3-glicosideos de cianidina, peonidina e malvidina) e
procianidina B; [(-)epicatequina-(4p-8)-(-)B—epicatequinal, com e sem a
presenca de acetaldeido, usando CLAE para estimar a degradagdo da
concentragdo de antocianinas e procianidinas e detector de arranjo de
diodos (DAD) para caracterizagdo dos novos pigmentos poliméricos . Os
autores empregaram CLAE preparativa com coluna Spherisorb C18 (250 x 10
mm, 5 um), com os solventes A) acido acetico a 2,5% e B) acetonitrila / acido
acético a 2,5% (80/20, v/v) com eluicdo em gradiente linear e fluxo de
2ml/min, com detector UV/VIS; para CLAE analitica, os autores citados
empregaram coluna C18 Superspher 100 (250 x 4 mm, 5um) com o seguinte

sistema de solventes A) acido férmico a 40%, B) acetonitrila e C) agua
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bidestilada com eluigdo em gradiente linear com detector de arranjo de
diodos a 520 nm.. De acordo com os autores, a adigdo de acetaldeido as
solugdes modelos contendo cianidina 3-glicosideo, peonidina 3- glicosideo e
malvidina 3-glicosideo, provocou um incremento da absorvancia junto com um
deslocamento batocrémico. Os referidos autores também detectaram um novo
composto por CLAE em cada solugdo modelo. Os novos pigmentos foram
monitorados por CLAE durante 4 meses mostrando que a procianidina B
transformou-se em epicatequina e em outras procianidinas.

MAYEN et al. (1994) estudaram as mudancas nas fragdes de
antocianinas livres e pigmentos poliméricos em mostos e vinhos de Cabernet
Sauvignon e Tempranillo para comparar estas variedades com as cultivadas
em regibes secas e quentes. Os autores isolaram as antocianinas com
cartucho Sep-pak C-18 e as identificaram empregando sistema CLAE com
coluna C-18 (220 x 4,6mm, 5um), com eluigdo em gradiente linear dos
solventes acido férmico 10% em agua e acetonitrila, com fluxo de 1ml/min. e
detector de arranjo de diodos, através dos tempos de retengdo e dos espectros
UV-VIS. As antocianinas ndo poliméricas identificadas foram delfinidina,
peonidina e malvidina 3-glicosideos, delfinidina, petunidina, peonidina e
malvidina-3-(6-acetil-glicosideo), malvidina-3-(6-cafeil-glicosideos), cianidina,
petunidina, peonidina, delfinidina e malvidina3-(6-coumaril-glicosideos). Os
resultados obtidos mostraram que as antocianinas livres evoluem similarmente
nos mostos das duas variedades. Os derivados n&do acilados prevalecem nos
dois tipos de mostos, entretanto os derivados acilados apresentam-se em
maior quantidade na fermentagéo de Cabernet Sauvignon que em Tempranillo,
também Cabernet Sauvignon apresenta maior tendéncia a producir polimeros
no periodo de post-fermentacdo produzindo vinhos mais intensamente
coloridos.

BAKKER & TIMBERLAKE (1997) visando a caracterizagdo de
antocianinas (vitisinas) formadas durante o processo de envelhecimento dos
vinhos empregaram CLAE semipreparativa para isolar os novos compostos e
CLAE analitica para testar a pureza dos compostos coletados. As amostras de
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vinho previamente purificadas com coluna Sephadex LH-20, foram retidas em
cartucho Sep-pak C18 e separadas em CLAE semipreparativa com coluna
Spherisorb ODS-2 (100 x 8 mm, 5 um) a 40 °C com um sistema de solventes
A) tetrahidrofurano 1% e B) metanol, com eluigdo em gradiente linear e fluxo de
2ml/min. Usando o sistema para CLAE analitica com coluna Spherisorb-hexyl
de fase reversa (6 x 100mm ) a 35 °C com fluxo de 1ml/min do sistema de
solventes A) acido perclérico a 0,6% em agua e B)metanol com eluigdo em
gradiente linear e detecgédo a 529, 495 e 280 nm, os referidos autores eluiram
quatro (4) compostos eluidos apés malvidina 3- glicosideo.

SINGLETON & TROUSDALE (1992) estudaram as interagbes
antocianina- taninos em vinhos brancos e tintos usando sistema CLAE
acoplado com detector de arranjo de diodos, com coluna em fase reversa C-18
(100 x 4,6 mm, 3 um), eluicdo em gradiente dos solventes A) fosfato acido de
amonia a 0,05M em agua a pH2,6 e B) 20% de A com 80% acetonitrila. Os
autores trataram vinhos brancos com taninos de semente de uva, com
antocianinas e com combinagdes de ambos. Depois de um tempo de
fermentagdo, as amostras foram centrifugadas e analisados os fendis e fendis
poliméricos totais. Os dados mostraram que as antocianinas podem formar
complexos rapidamente com os taninos presentes em vinhos incrementando a
quantidade de polimeros retidos no vinho. As observagcbes mostram que as
antocianinas ajudam na reten¢do dos taninos, e assim na astringencia, que de
outra forma é perdida, como acontece nos vinhos brancos devido a auséncia
de antocianinas.

Durante a conservagédo e envelhecimento de vinhos tintos acontecem
alteracées de cor, que podem ser explicadas em termos da formagio
progressiva de pigmentos condensados pela interacdo entre antocianinas e
outros compostos fendlicos extraidos da uva. Varios autores estudaram estes
processos, bem como a estrutura dos pigmentos formados e 0os mecanismos
através dos quais sdo formados.
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RIVAS-GONZALO et al.(1995) estudaram a interagéo entre catequina e
malvidina monoglicosideo em presenga de acetaldeido em solugdes modelo e
os compostos formados nestas reagées usando dados espectrofotométricos e
cromatogréficos, visando elucidar o mecanismo de formagdo de compostos
condensados entre as antocianinas e outros compostos fendlicos durante o
envelhecimento dos vinhos, produzindo a mudanza da cor. Malvidina 3-
monoglicosideo foi isolada do extrato purificado por cromatografia liquida de
media pressdo. Os autores empregaram um sistema CLAE com coluna
Lichrospher 100 RP-18 (250 x 4 mm, 5um) a 30°C, tendo como fase mével o
sistema de solventes formado por A) acido férmico a 5% em agua e B)
acetonitrila, com eluigdo em gradiente linear. A detec¢ao foi monitorada por
detector de arranjo de diodos a 280 e 520 nm. Foi observado o aparecimento
progressivo de novos picos, além do pico correspondente a malvidina 3-
glicosideo, correspondentes a dois pigmentos condensados. O espectro destes
compostos foi similar aqueles das antocianinas, mas com um deslocamento
batocrémico.

Também SANTOS-BUELGA et al.(1995) estudaram as interagbes entre
catequina e malvidina para determinar a evolugdo da cor durante o
envelhecimento de vinhos e detectar o tipo de compostos formados entre eles.
Os autores empregaram CLAE para analisar catequina e malvidina 3-
glicosideo com detector de arranjo de diodos e coluna Lichrospher 100 RP-18
(250 x 4mm, 5um) a 30 °C, com os solventes A)acido férmico a 5% em agua e
B) acetonitrila, eluidos em gradiente linear com fluxo de 1,5 ml/min. A aquisi¢do
de dados foi realizada simultineamente a 520, 440, 320 e 280 nm. Os autores
encontraram que as solugdes contendo malvidina-3 glicosideo e catequina a
32 °C apresentaram progressivo esmaecimento da cor além de deslocamento
hipsocrémico no espectro UV-visivel, sendo interpretado como evidéncia da
interagdo entre catequina e antocianina com a formagdo de novos compostos
amarelados. Os autores propuseram um mecanismo de formagdo desses
pigmentos, onde a antocianina na forma flavilium ligaria através do C-4 ou C-8
com a catequina dando flavenes condensados encolores, as quais através de
um mecanismo oxidativo transfourmariam-se em derivados tipo xantilium.
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SARNI et al. (1995) estudaram a oxidagdo enzimatica de compostos
fendlicos em presencga de acido cafeoiltartarico e polifenoloxidase de uvas no
processo de fabricagdo de vinhos produzindo um efeito de descoloragéo. Os
autores estudaram solugées modelos contendo acido cafeoiltartarico e a(s)
antocianina(s) estudada(s) (cianidina 3-glicosideo ou malvidina 3-glicosideo).
Cada antocianina foi purificada por CLAE em fase reversa em escala
semipreparativa com coluna puBondapack C-18 (300 x 7,8 mm, 10 um), com o
sistema de solventes A) agua/acido férmico (98:2, v/v) e B) acetonitrila / agua /
acido férmico (80:18:2, v/v), eluidos em forma isocratica com fluxo de 2ml/min.
As solugbes com as misturas foram analisadas por CLAE com detector DAD
com coluna em fase reversa Lichrospher RP 18 (175 x 4 mm, 5um). Os
compostos foram eluidos com fluxo de 1mi/min, temp. 30 °C, e como fase
moével os solventes A) acido férmico(20mi/L) e B) acetonitrilo/agua/acido
férmico (80:18:2, v/v), eluidos em gradiente linear. Para a quantificagdo, a
detecgéo foi monitorada a 280nm. Os estudos cinéticos indicaram que cianidina
3-glicosideo foi degradada principalmente por oxidagao, entretanto malvidina 3-
glicosideo formou adutos com a quinona do &cido cafeoiltartarico. Varios
produtos de oxidagdo, incluindo pigmentos vermelhos, forma detectados por
CLAE.

CARRENO et al. (1997) separaram e quantificaram o perfil antocianico
de 32 variedades de uvas. Varios indices foram calculados a partir do contetido
de antocianinas individuais relacionados com os processos de hidroxilagao,
metilagdo e esterificagdo no caminho biosintético. Os autores empregaram
sistema CLAE com coluna Spherisorb ODS ( 300 x 4 mm, 5 um) com detector
de arranjo de diodos, com eluigdo por gradiente do sistema de solventes A)
acido formico (1,2 mi/L) e B) acetonitrila, fluxo de 1,3 ml/min. e detecgao
monitorada simultaneamente a 310 e 525 nm. Os autores encontraram que a
similaridade do perfil antocianico nas variedades é util para propésitos
quimiotaxondémicos e para estudos do metabolismo das antocianinas.
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1.6 ESTABILIDADE DAS ANTOCIANINAS

INAMI et al.(1996) compararam a estabilidade dos pigmentos
antocianicos de Sambucus nigra e Sambucus canadensis e procuraram
verificar a associagdo entre as diferencas estruturais das antocianinas e a
estabilidade desses pigmentos. Os autores usaram CLAE preparativa para
isolar as antocianinas em coluna Capcell Pak C18 (20 x 250mm, 5um) eluigédo
em gradiente linear dos solventes A) 0,5% de acido fosférico em agua (v/v) e B)
0,5% de acido fosférico em tetrahidrofurano 60%, fluxo de 9,0 mil/min, detector
de arranjo de diodos a 520 nm. As antocianinas isoladas foram identificadas
por andlises espectrais e comparagdo dos espectros com padrdes por CLAE
analitica em coluna Capcell Pak C18 (4,6 x 250mm , 5 um), e com 0s mesmos
solventes descritos para CLAE preparativo com eluigdo em gradiente linear e
fluxo de 1,0 mi/min. Os autores encontraram que a antocianina de
S.canadensis, cianidina 3-O- (6-O-E-p-coumaroil-2-O-3-D-xilopiranosil) -B-D-
glicopiranosideo-5-O-B-D-glicopiranosideo, mostrou-se mais estavel que
cianidina 3-sambubiosideo de S.nigra. Os referidos autores observaram que a
cianidina 3-(E)-p-coumaroil-sambubiosideo-5-glicosideo transformou-se em
tres novas antocianinas sob irradiagdo da Iluz, resultando em rapida
isomerizagdo da forma E para a forma Z do grupo p-coumaroil e sucessiva

perda dos agucares no C-5 desses dois isdmeros.

SARNI- MANCHADO et al. (1996) estudaram a estabilidade e cor de
antocianinas 3-glicosideos de uvas e pigmentos naturais do vinho vermelho
caracterizados como adutos vinilfenol antocianina 3- glicosideo. Os compostos
foram caracterizados mediante CLAE com coluna fase reversa Lichrospher
100-RP18 (250 x 4 mm, 5 um). As antocianinas 3-glicosideos e seus adutos
foram eluidos com os solventes A) 20 ml/L de acido férmico em agua e B)
acetonitrila- agua- acido formico (80:18:2, v/v) em gradiente linear com fluxo de
1ml/min a 30 °C. A caracterizagdo dos compostos foi realizada por comparagéo
da ordem de eluicdo e espectro UV-VIS monitorados a 250 e 600nm com
dados da literatura e com datos de compostos de referéncia.
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Os referidos autores utilizaram as areas dos picos obtidos por CLAE de
malvidina 3-glicosideo e do aduto vinilfenol malvidina 3-glicosideo para o
acompanhamento da degradagdo. Foi encontrado que as solugdes de
antocianinas de uva perderam 80-90% do conteudo total durante oito (8) dias
de estocagem a 55 °C, enquanto as solugbes dos derivados de antocianinas
perderam apenas 40%. O pH exerce forte influéncia na cor e estabilidade das
antocianinas mas sua influencia mostrou-se menor sobre novos compostos
derivados de antocianinas assim como também apresentaram-se mais
resistentes a degradagédo e branqueamento com sulfito que as antocianinas,
que foram completamente descoloridas.

TSUKUI et al. (1996) extrairam os pigmentos de folhas vermelhas de
Perilla ocimoides L. var.crispa(nome japones, “shiso”), usadas para colorir
picles no Japdo, para estudar a composi¢do antocianica e sua estabilidade ao
aquecimento, irradiagao de luz UV-VIS, e efeitos devido a adigdo de aditivos
tais como polissacarideos e glicirizinatos. Trés pigmentos foram isolados por
CLAE preparativo usando coluna Inertsil ODS (250 x 20 mm, 10 um) com fluxo
de 12 ml/min. O sistema de solventes usado foi acetonitrila-acido
tetrahidrofurano a 0,05%, 1:4, v/v) com eluigdo isocratica. CLAE analitica foi
realizada com coluna Intertsil ODS-2 (250 x 4,6 mm, 5 um) a 30°C, fluxo de 1
mi/min monitorado a 525 nm , com o mesmo sistema de solventes de CLAE
preparativa. A estabilidade a luz UV e a temperatura foi avaliada através da
area dos picos cromatograficos correspondentes. A composi¢do antocianica foi
analisada por CLAE analitica. A estructura de tres antocianinas isoladas foi
determinada através dos analises em CLAE e CLAE-espectrometria de
massas(LC/MS), como cianidina3,5-diglicosideo, cianidina3-(6-p-
coumaroilglicosideo)-5-glicosideo (shisonina) e cianidina3-(6-p-
coumaroilglicosideo)-5-(6-malonilglicosideo) (malonilshisonina). A antocianina
predominante € malonilshisonina, que mostrou maior labilidade ao calor e a luz.
Aumento no valor da absorbanci foi observado apenas com a adigdo
glicirrizinatos enquanto nenhum efeito foi observado com a adigdo de
polisaccarideos.
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1.7 ANTOCIANINAS NA DETECGAO DE ADULTERAGOES

A composigdo antocianica de varias frutas € muito distintivo e a andlise
de antocianinas foi utilizada com sucesso para detectar adulteragdes de sucos.

VAN GORSEL et al.(1992) analizaram a composi¢gdo de sucos de nove
espécies de frutas e de ameixas secas por seus conteudos de aglcares, acidos
organicos, aminoacidos livres, compostos fendlicos e antocianinas,
comparando a composi¢cdo de sucos de ameixas frescas e processadas e
avaliando os componentes que podem ser usados como marcadores de
autenticidade. As antocianinas foram analisadas com CLAE com detector de
arranjo de diodos e coluna Hibar Lichrosorb RP-18 (250 x 0,4mm, 5 um) com
dois sistemas de solventes como fases méveis, um formado por A) acido
férmico a 10% e B) acido formico 10% em 50% de acetonitrila, e o segundo
formado por A) acido fosférico 0,1M e B) 20% de acido fosférico 0,1M mais
80% de acetonitrila, em eluicdo em gradiente e fluxo de 1 ml/min. A
identificagdo tentativa foi baseada no espectro a 250-600 nm e nos tempos de
retencdo relativa. Os autores encontraram que todos os sucos de ameixa
analisados tinham s6 tragos ou niveis ndo detectaveis de antocianinas. Assim
a presenga de antocianinas em suco de ameixa seria uma clara marca de
adulteragao.

SPANOS & WROLSTAD (1987) desenvolveram uma metodologia com
cromatografia liquida para determinagcdo da composicdo de pigmentos
antocianicos, acidos ndo volatiles, e acglicares de sucos de groselha vermelha
visando criar uma base de dados de referéncia para sucos de groselha
vermelha auténticos. As antocianinas do suco foram adsorvidas em cartucho
Sep-Pak C18, e analisadas por CLAE com coluna Supelcosil LC-18 (250 x 4,6
mm, 5 um), com as fases moéveis A) acido acético a 15% e B) acido acético a
15% em metanol, fluxo 1,2ml/min, com eluicdo em gradiente e detecgéo a 515
nm com detector UV/VIS. As antocianidinas foram analisadas com coluna
Nucleosil C-18 (250 x 4,6 mm, 10um), usando as fase moveis A) acido acético
10% e B) acetonitrila-metanol(2:1, v/v), com eluigdo isocratica de 84% de A e
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16% de B com fluxo de 2ml/min a 25 °C. Os picos de antocianinas foram
identificados mediante avaliagdo do mecanismo quimico envolvido na
separagao que inclui a polaridade total da molécula de antocianina, a natureza
do agucar ligado e a substituicdo do anel B, bem como pela magnitude relativa
dos picos e por comparagdo com os tempos de retengdo das antocianinas de
outra frutas. Foram identificadas cianidina 3-soforosideo, cianidina 3-
glicosideo, cianidina 3-glicorutinosideo e cianidina 3- rutinosideo. O perfil
antocidnico desta fruta é qualitativamente distintivo, com dois padrdes
principais quantitativos, sendo que a maioria das frutas que contém
antocianinas apresentam perfis antocidnicos diferentes qualitativa e
quantitativamente e poderiam ser detectados por este analise. Cianidina foi a
antocianidina predominantemente encontrada, com algumas amostras
apresentando pelargonidina em uma proporgéao de 5%. Os autores concluiram
qgue a analise das antocianidinas seria Gtil na detecgdo de adulteragbes com
corantes contendo malvidina, delfinidina, pernidina ou petunidina. Assim, os
perfis de acidos nao volatis, aglcares e antocianidinas sédo utéis na detecgédo
de adulteragdoes.

BRIDLE & GARCIA -VIGUERA (1996) caracterizaram as antocianinas
‘extras” em um vinho vermelho, provenientes da adicdo de “elderberry”
evidenciando uma adulteragdo. Os autores usaram um sistema de CLAE com
coluna ODS Hypersil (100 x 2,imm., 5 um) a 40 °C e fase mobvel constituida
por: A) agua acidificada (0,6% acido perclérico) e B) metanol, com eluigdo por
gradiente linear e velocidade de fluxo de 0,3 ml/min. A detecgéo foi realizada
com detector de arranjo de diodos a 520nm. A identificagdo dos picos de
antocianina foi confirmada por comparagdo do tempo de retengcdo e dados
espectrais com padrées isolados no laboratério. Os referidos autores
encontraram que CLAE é um método particularmente sensivel para detecgéo
da adi¢édo de “elderberry” a vinhos. Nas condigdes utilizadas foi observado um
novo pico no cromatograma do vinho correspondente a antocianina de
“elderberry”, cianidina-3-sambubiosideo-5-glicosideo. A CLAE com eluigdo em
gradiente para antocianinas de vinho ndo promove a separagédo cianidina-3-
glicosideo e de cianidina-3-sambubi6sideo, mas, este fato pode ser usado com
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vantagem para detectar antocianinas de “elderberry” em vinho. Assim, o pico
de cianidina-3-glicosideo normalmente pequeno em vinho, pode transformar-se
em um marcador significativo com a presenca adicional de cianidina-3-
glicosideo e cianidina-3-sambubiosideo de ‘“elderberry”. Desta forma, a
combinagdo deste pico e o primeiramente eluido de cianidina-3-
sambubiosideo-5-glicosideo em um cromatograma de vinhos vermelhos,
fornecem forte evidéncia de adulteragdo com “elderberry”.

1.8 DEGRADAGAO DE ANTOCIANINAS DURANTE A MATURAGAO,
PROCESSAMENTO E ESTOCAGEM DE FRUTAS E DERIVADOSTOS.

CLAE tem sido largamente empregada no acompanhamento das
mudangas sofridas na maturagéo, processamento e armazenamento de frutas
e de seus produtos.

LISTER et al.(1994) estudaram as mudangas na concentragdo e
quantidades totais de cianidina 3-galactosideo, quercetina glicosideo e
proantocianidinas em cascas de maga vermelhas e verdes durante a
maturagéo destas frutas, ja que a coloragdo vermelha destas frutas é produzida
por glicosideos de cianidina estabilizados ou co-pigmentados por glicosideos
de quercetina e proantocianidinas. Os autores usaram um sistema CLAE com
coluna Aquapore RP-18 (220 x 4,6 mm) , com os solventes de eluigdo: A)
100ml/L de acido acético em agua e B) acetonitrila em gradiente linear a 30 °C
e fluxo de 1,0 mi/min. As antocianinas foram monitoradas a 530 nm com
detector UV/VIS e quantificadas por comparagdo com solugbes padrbes de
concentragdo conhecida. Os referidos autores quantificaram os flavonoides da
casca de Granny Smith, e de Splendour, cultivares de maga verde e vermelha,
respectivamente, através de CLAE durante dois temporadas (1989-1990 e
1990-1991). Ambos cultivares continham composigéo similar de glicosideos de
quercetina e proantocianidinas. Splendour também sintetizou glicosideos de
cianidina durante a maturagdo, e as concentragfes de glicosideos de
quercetina e proantocianidinas diminuiram a 50% em meados da safra com

aumentou durante a maturagdo. As proporgdes relativas dos principais
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glicosideos de quercetina e proantocianidinas foram estaveis durante o
desenvolvimento da fruta, entretanto, para Splendour a sintesis de glicosideo
de cianidina foi acompanhada por um aumento correspondente na sintesis de
glicosideo de quercrtina e proantocianidina. As mudangas paralelas na
concentragdo de glicosideos de quercetina, procianidinas e glicosideos de
cianidina durante o crescimento e maturagdo da fruta de ambos cultivares
sugerem uma regulagdo coordenada das enzimas no caminho biosintético dos
flavonoides durante o desenvolvimento da fruta.

GIL et al. (1995) identificaram e quantificaram os pigmentos antocianicos
em sucos de “pomegranate”, e estudaram as mudangas na pigmentagéo e nas
antocianinas individuais durante a maturagdo das frutas no cultivar “Mollar”,
usando coluna LiChrochart 100 RP-18 (12,5 x 0,4cm, 5um), sistema de
solventes:A) acido férmico 50 g/l em agua e B) metanol, com eluicdo por
gradiente e detector de arranjo de diodos a 510 nm. As diferentes antocianinas
foram identificadas através do espectro UV-visivel do detector de arranjo de
diodos, por seus tempos de retengdo, por cromatografia em papel e por
comparagdo com padrées auténticos. As diferentes antocianinas foram
quantificadas por comparagdo com padrées externos de cianidina 3-
rutinosideo. No suco de “pomegranate” foram identificados derivados de
delfinidina 3- glicosideo e 3,5- diglicosideo, cianidina 3-glicosideo e 3,5-
diglicosideo e pelargonidina 3-glicosideo e 3,5-diglicosideo. Durante os
primeiros estagios da maturagdo predominam os 3,5-diglicosideos e os
derivados de delfinidina, com aumento da propor¢do de monoglicosideos nas
etapas finais da maturagédo até valores similares ou maiores dos diglicosideos,
com os derivados de cianidina sendo predominantes.

FERRERES et al. (1996) isolaram e identificaram os flavondides e
antocianinas do principal cultivar de cebola vermelha cultivada em Espanha
(“Morado de Amposta”) e avaliaram a estabilidade do pigmento durante o
armazenamento de cebola vermelha cortada em cubos e empacotadas em
filmes perfurados. Foram isoladas 4 antocianinas e 5 flavonoides por
combinagdo de cromatografia em coluna Sephadex LH-20, LPLC em fase
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reversa usando uma coluna e CLAE semi-preparativa. A purificagdo das
fragbes antocianicas em CLAE semipreparativa foi efetuada com coluna ODS-2
(259 x0,7 mm, 5 pum); como fase modvel usou-se metanol 35% em agua
(contendo 5% acido acético) e fluxo de 2 ml/min. A pureza dos compostos
isolados foi testada por CLAE analitica com detector de arranjo de diodos. Os
autores identificaram e quantificaram as antocianinas durante o experimento de
estabilidade mediante CLAE empregando coluna Lichrochart RP-18 (120 x 4
mm, 5 pm) a 40 °C, com elui¢do em gradiente linear dos solventes A) agua e
acido férmico 5% e B) metanol, com fluxo de 1ml/min . As antocianinas foram
quantificadas com padrées externos a 510nm. Estes autores identificaram
cianidina 3-glicosideo, cianidina 3-arabinosideo, cianidina 3-malonilglicosideo e
cianidina 3-malonilarabinosideo, encontrando que o contetido total das
antocianinas diminuiu com o armazenamento apés 7 dias, sendo que as
antocianinas aciladas foram mais estaveis que aquelas ndo aciladas,
evidenciando que os cultivares com elevado conteudo de pigmentos acilados
poderdo manter melhor a pigmentagdo quando armazenados em filmes de
polipropileno.

GIL et al. (1997) estudaram as mudangas nos atributos de qualidade
pos-colheita de morango, e particularmente mudangas nas antocianinas e
outros compostos fendlicos durante a estocagem em atmosfera de alto
conteido de CO,. Os compostos fendlicos foram separados usando um
sistema CLAE acoplado a um detector de arranjo de diodos (DAD), com coluna
Nucleosil C18 (150 x 4,6 mm, 5 um) a 40°C. A fase movel foi composta pelos
solventes A) acido férmico aquoso a 2,5% e B) metanol acidificado (acido
férmico a 2,5%) eluida em gradiente linear e fluxo de 1ml/min. A quantificagcéo
foi realizada com padréao de cianidina 3-glicosideo.

Cianidina 3-glicosideo e pelargonidina 3-glicosideo (principais
componentes) foram identificadas em morangos do cultivar Selva, pelo tempo
de retengao, pelo espectro UV-visivel obtido com detector de arranjo de diodos,
e por comparagdo com extratos de roma contendo estes pigmentos. Um
terceiro pico encontrado apresentou espectro similar a pelargonidina 3-

glicosideo.Nado houve diferengas na porcentagem de cada antocianina quando
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a analise foi realizada com a fruta inteira, ainda que os contetidos do tecido
externo e interno sejam significativamente diferentes em frutas armazenadas
ao ar e em COa,.

GOMEZ-CORDOVES et al.(1996) examinou o efeito dos tratamentos
com ethephon e seniphos, dos compostos usados para adiantar ou retardar a
maduragéo das frutas, na composi¢do antocianica de macgés Starking durante
os 20 dias subsequentes a aplicagdo durante o periodo de maturagio. Estes
autores usaram CLAE fase reversa para analizar as antocianinas individuais,
com coluna C18 Novapak (4,5 x 150 mm) e detector UV-VIS a 313 e 546 nm.
As antocianinas foram identificadas através da comparagdo com padrdes ,
encontrando cianidina 3,5-diglicosideo, cianidina 3-glicosideo, cianidina 3-
rutinosideo. Uma quarta antocianina foi identificada por hidrélise enzimatica,
mostrando ser cianidina 3- galactosideo e outra antocianina foi identificada por
comparagido com os tempos de retengdo de um extracto de antocianinas de
cascas de uvas Vitis vinifera como cianidina 3-xilosideo. A comparagéo dos
tratamentos mostraram que frutas tratadas com ethephon tém as maiores
concentragbes de antocianinas e que a fruta tratada com seniphos tem maior
contetido de antocianinas que a fruta controle. Os tratamentos também alteram
a composigdo porcentual das antocianinas, com as diferengas mais
importantes sendo a diminuigdo na formag¢do de cianidina 3- xilosideo e o
aumento na produgdo de cianidina.

GARCIA - VIGUERA et al. (1997) desenvolveram uma técnica simples
para analisar antocianinas de geléias visando o acompanhamento das
mudancas durante o processamento e armazenamento bem como avaliar o
potencial para determinar a autenticidade de alimentos processados.

A analise das antocianinas (identificacdo e quantificagédo) foi realizada
por comparagdo cromatografica com padrées auténticos e com o espectro
obtido com detector de arranjo de diodos. A analise em CLAE foi efetuada em
coluna fase reversa RP-18 Lichrochart 100 (12,5 x 0,4 cm, 5um) usando como
fase movel o sistema de solventes A) acido férmico (60 mil/L) e B) metanol,
eluicdo em gradiente e detecgdo a 520 nm com detector de arranjo de diodos.
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Os resultados mostraram que todas as geléias de fruta continham
antocianinas caracteristicas da fruta fresca original, ainda que alguns
compostos menores estivessem ausentes da geléia, possivelmente devido a
baixa estabilidade destes pigmentos nas condi¢des de processamento. Quando
foram analisadas geléias de diferentes marcas comerciais de uma determinada
fruta, obteve-se o mesmo perfil antocidanico em geral, com diferengas
significativas no teor total de antocianinas. As diferancas quantitativas foram
devidas ao processamento, cultivar usado, data de elaboragdo, estagio de
maturidade da fruta, etc. Os autores encontraram que esta técnica pode ser
usada para detectar misturas de frutas em geléias de frutas principalmente
quando frutas mais baratas ou frutas com maior estabilidade de cor séo
adicionadas de forma fraudulenta.
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CAPITULO 2



CARACTERIZAGAO E ESTUDO DA ESTABILIDADE DAS
ANTOCIANINAS DO CAPIM NAPIER (Pennisetum purpureum)

RESUMO

Existe um consideravel interesse mundial no desenvolvimento de
corantes alimentares a partir de fontes naturais. A natureza oferece as
antocianinas um grupo de matéria corante largamente distribuida em plantas,
de intensa e atrativa cor vermelha. O objetivo do presente trabalho foi
investigar a possibilidade do emprego de capim napier (Pennisetum
purpureum) com fonte de antocianinas pelo seu significativo teor de pigmento.

Os pigmentos antocianicos, presentes na concentragdo de
67,7mg/100g, foram identificados mediante comportamento cromatografico em
papel e em camada delgada, por suas caracteristicas espectrofotométricas e
por seus tempos de retengdo obtidos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia e co-cromatografia. Os dados obtidos revelaram que a fragéao
antocianica do capim napier é complexa, sendo constituida por cinco
antocianinas, das quais as trés principais encontradas nas proporg¢des relativas
de 68%, 11% e 15%, tiveram sua identidade estabelecidas como cianidina 3-
maleoilglicosideo, cianidina 3-glicosideo e cianidina 3-arabinosilglicosideo
acilada com acido siringico, respectivamente.

A estabilidade da cianidina 3-maleoilglicosideo assim como seu
complexo com B-ciclodextrina foi estimada determinando-se a diminui¢do da
absorbancia no A,,, em fungdo do tempo, sob exposicdo a luz e em sua
auséncia, a diferentes pH e sob atmosfera de nitrogénio. A partir dos valores
de absorbancia, foram calculadas as absorvancias relativas e porcentagens de
retengao de cor para cada sistema.A adi¢gdo de p-ciclodextrina promoveu uma
sensivel estabilizagao a antocianina, quando pH 3,0 e luz estavam
combinados, embora esses agentes isoladamente tenham sido deletéreos para
a cianidina 3-maleoilglicosideo. Observou-se alguma estabilizagao da cianidina
3-maleoilglicosideo quando duas moléculas de p-ciclodextrina foram usadas, a
pH 2,0 e em auséncia de luz. somente uma ndo imprimiu cualquer protegéo ao
sistema, quando exposto a luz ou em sua auséncia.
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ABSTRACT

There is a considerable interest worldwide in the development of food colorants
from natural sources. The nature offers the anthocyanins, a widespread group
of colouring matters in plants, with an intense and attractive red colour.

The aim of this work was investigate the possibility of the use of napier
grass (Pennisetum purpureum) as a source of anthocyanin which presents a
significative content of pigment. The anthocyanins, present at the concentration
of 67,7mg/100g, were characterized by using the chromatographic behavior on
paper and thin layer chromatography, by their spectrophotometric
characteristics and retention time obtained by high performance liquid
chromatography. The composition of the anthocyanic fraction from the napier
grass showed to be a complex mixture of five anthocyanins, the three main
anthocyanins, found at the relative proportions of 68%, 11% and 15%, were
respectively identified as cyanidin 3-maleoylglucoside, cyanidin 3-glucoside and
cyanidin 3-arabinosylglucoside acylated with syringic acid.

The stability of cyanidin 3-maleoylglucoside as well as its complex with
B-cyclodextrin was estimated by determining the decrease of the absorbance at
the A, with time, under light exposure and at dark, at differents pH and at
nitrogen atmosphere. From the values of absorbance, % of colour retention
were calculated to each system. Light showed to be a very strong destructive
agent to the cyanidin 3-maleoylglucoside. One observed some stabilization of
the cyanidin 3-maleoylglicoside when two molecules of B-cyclodextrine were
used at pH 2,0 and at dark. The decrease of the number of the molecules to
only one did not impart any protection to the system when exposed to light or at
dark The B-cyclodextrin addition promoted a sensitive stabilization to the
anthocyanins, when both pH 3,0 and light were combined, in spite of these

isolated agents had been deleterious to the cyanidin 3-maleoylglicoside.
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INTRODUGAO

A cor é um dos atributos mais importantes, apreciada tanto pelo seu
valor estético como para servir de base para um julgamento da qualidade de
um alimento. Existe claramente um interesse mundial por parte de
consumidores no desenvolvimento de corantes naturais (FRANCIS, 1984). A
preferéncia do consumidor por corantes naturais esta associada com a imagem
de serem saudaveis e de boa qualidade, entanto os corantes sintéticos tendem
a ser tomado como indesejaveis e perigosos (CLYDESDALE, 1993).

Em 1994, o mercado internacional de corantes naturais foi avaliado em
U$S 250 milhdes; a industria de corantes alimenticios naturais experimenta um
crescimento anual de 5-10% (comparando com 3-5% para sua contraparte
sintética) (WISSGOTT & BORTLIK, 1996).

As antocianinas sdo pigmentos naturais vermelhos que podem ser
extraldos de muitas plantas e empregados como corantes em alimentos. Estes
compostos tem sido consumidos pelos homens por inUumeras geragdes sob a
forma de alimentos o bebidas, apresentando diversas atividades biologicas
benéficas a salide humana, entre elas, a atividade antioxidante (BAJ et al.,
1994; TSUDA et al, 1994; WANG et al, 1997).

Entretanto, sua utilizagdo como corante potencial depende inicialmente
da disponibilidade de fontes que apresentem teor significativo de pigmentos
(FRANCIS, 1989).

Quimicamente, as antocianinas se apresentam como glicosideos de
antocianidinas, derivados polihidroxilados ou polimetoxilados do cation 2-
fenilbenzopirilium. As antocianinas possuem, em geral, cor vermelha em
solugbes aquosas acidas, azul em pH intermediarios e incolor en pH neutro.
Entretanto, existe sempre um equilibrio de quatro espécies, dependente do pH,
onde a espécie cation flavilium AH*, responsavel pela cor vermelha, predomina
em pH acidos, enquanto as espécies pseudobases B, base quinoidal A e
chalcona C, encéntram-se predominantemente em valores de pH maiores.
Essas tranformagbes estructurais em solugées aquosas das antocianinas em
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fungdo do pH, explicam da reagdo de degradagdo da cor quando o fenémeno
de hidratagdo se estabelece rapida e completamente convertendo a espécie
cation flavilium a pseudobase carbinol, incolores, a valores de pH entre 3,0-
6,0. Preferencialmente, a adigdo da molécula de agua acontece no carbono 2,
onde entdo o equilibrio é rapidamente deslocado para a espécie chalcona
aberta incolor (C) (BROUILLARD, 1988). Assim, a estabilizagdo das
antocianinas deve acontecer com moléculas protegendo o carbono 2 da
aglicona, inibindo ou retardando a reagédo de hidratagdo, num esforgo para
diminuir a perda de cor e a dependéncia do pH na manutengdo da espécie
vermelha catium flavilium (AH").

Também a luz, acido ascoérbico, temperatura e oxigénio sdo agentes
nocivos as antocianinas (POEI- LANGSTON et al, 1981; KALLIO et al., 1992,
GUEDES & PEREIRA, 1998). A estabilizagdo das antocianinas pode ser
alcangada por diversos mecanismos, entre os quais a copigmentacdo tem sido
um dos mais intensamente investigados e a sua eficiencia largamente descrita
(MAZZA & BROUILLARD, 1987; MACCARONE et al., 1987; BOBBIO et al.,
1990; DANGLES et al., 1992; GUEDES, 1994). A investigagdo de outros
mecanismos protetivos a molécula da antocianina tem levado ao estudo da
formagdo de complexos de inclusdo com compostos que tenham ndo somente
um tamanho compativel com as dimensdes da cavidade, mas devem ambas
moléculas possuirem caracteristicas quimicas que possibilitem a inclusdo
mantida principalmente por interagdes de Van der Waals e ligagdes de ponte
de hidrogénio (FROMMING & SZEJTLI, 1994).

Capim napier (Pennisetum purpureum) é uma planta cultivada para
alimentacdo de gado, com folhas de cor vermelha-arroxeada, apresentando
significativo teor de pigmentos antocianicos, crescendo faciimente em solos
umidos, o que possibilitaria sua utilizagdo como uma possivel fonte de corante
vegetal. A espécie é originaria da Africa, tendo sido amplamente disseminada
em regibes tropicais e subtropicais do mundo. Encontra condicbes ideais nos
tropicos Umidos, indo bem igualmente em regides subtropicais. Prefere
temperaturas acima de 16 °C, ndo suportando geadas. Plantas de porte

elevado, normalmente com 2-3 metros, podendo chegar entretanto a 5 metros,
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as vezes curvadas por seu proprio peso, formando grandes touceiras, como
ilustra a Figura 1. (CROTTFRIED KISSMANN, 1991) .

Figura 1 Plantagéo de Pennisetum purpureum ( Capim napier)

O objetivo do trabalho foi caracterizar as principais antocianinas
presentes no capim napier (Pennisetium purpureum) como um primerio passo
para avaliar a estabilidade da principal antocianina, de maior concentragdo de
pigmentos frente aos agentes luz e diferentes pH, bem como estimar o efeito

de B-ciclodextrina como agente complexante para antocianinas.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1. PREPARAGAO DO EXTRATO DE ANTOCIANINAS

Um quilograma de capim napier (Pennisetum purpureum) colhido na
regido do Distrito de Bardo Geraldo no més de abril de 1996, Municipio de
Campinas, SP, foi triturado em liquidificador e macerado durante 24 horas a
5°C, ao abrigo da luz, com suficiente volume de metanol acidulado com &cido
citrico 0,5% para cobrir todo o material sélido. A maceragao foi seguida de
filtragdo em pano fino, e o extrato obtido foi concentrado sob presséo reduzida
a temperatura inferior a 40°C até alcancar teor de sélidos de aproximadamente
50%. Em seguida, a clorofila residual foi extraida com éter etilico e o extrato
novamente concentrado em evaporador rotatério e armazenado sob atmosfera
de nitrogénio a -18°C.

2.2.,2 TEOR DE ANTOCIANINAS TOTAIS

A analise quantitativa do extrato de antocianinas (mg/1 00g) concentrado
foi realizada como descrito por LEES & FRANCIS (1972).

2.2.3 PURIFICAGAO DO EXTRATO

O extrato obtido em 2.2.1 foi purificado por cromatografia em papel de
filtro grosso, tipo mata-borrdo e os cromatogramas foram desenvolvidos
sequencialmente em papel Whatman 3 MM nos seguintes sistemas de
solventes: HCI 1% (HCI - agua; 3:97, v/iv), BFW ( n- butanol - acido férmico -
agua; 100:25:60; viviv) e acido acético 5% (acido acetico-agua, 5:95,v/v),
conforme exposto na Figura 2-2. Os papéis cromatograficos foram secos
depois de cada desenvolvimento. As bandas de pigmentos foram cortadas,
eluidas em metanol, concentradas e reaplicadas ao papel.

A pureza das fragdes obtidas foi comprovada por cromatografia
em papel Whatman 1MM, com os seguintes solventes: BFW ( n- butanol - acido

formico - agua; 100:25:60) e AWH (acido acetico-agua-acido cloridrico, 15:82:3,
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vivIv); em por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa, descrita
em 2.2.

Extrato Bruto

Cromatografia em Papel
(HCI 1%, 97:3, vh)

|

Fragdo 1

Cromatografia em Papel
BFW
(butanol:acido formico:agua, 100:25:60,iv)

|
[ l I |

Fragdo 1.1 Fragdo 1.2 Fragdo 1.3 Fragdo 1.4

Cromatografia em Papel
acido acético 5%
(acido acético:agua, 5:95,viv)

I_L—|

Fragdo 1.2.1| |Fragéo 1.2.2

Figura 2-2 -Fluxograma das operagbes cromatogréaficas para a separagdo e
purificagdo do extrato de capim napier.

2.2.4 IDENTIFICAGAO DAS ANTOCIANINAS

2.2.4.1 Analises espectrais das antocianinas purificadas

As antocianinas purificadas por cromatografia em papel, foram
solubilizadas em  metanol acidificado com HCI 0,01%, para obteng&o dos
espectros de UV/visivel em espectrofotometro Beckman DU-70.

A reagdo das antocianinas com o cloreto de aluminio, conforme metodo
descrito por GEISSMAN et al. (1953), foi realizada para verificar a existéncia de
hidroxilas vicinais.
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2.2.4.2 Hidrélise controlada

A hidrolise controlada das solugdes metandlicas das principais
antocianinas purificadas foi realizada de acordo com o método descrito por
FRANCIS & HARBORNE (1966). Aliquotas das solugdes hidrolizadas foram
retiradas ap6s 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50 60 e 75 minutos de reagao e
aplicadas em papel Whatman 1MM. Os cromatogramas foram desenvolvidos
respectivamente em BAW (butanol:acido acético:agua; 6:1:2; viviv), HCI 1% e
AWH (4cido acético:agua:acido cloridrico;15:82:3; viv/v).

2.2.4.3 Hidrélise acida

As principais antocianinas purificadas foram submetidas a hidrolise acida
para identificagdo da aglicona e dos aglcares, conforme método descrito por
FRANCIS (1982).

2.2.4.3.1 ldentificagao dos Aclicares

Os agucares livres, resultantes da hidrélise, foram identificados por
cromatografia em papel Whatman 1MM, empregando como padrbes, solugdes
glicose, ramnose, xilose, manose, galactose, frutose e arabinose. Os
cromatogramas foram desenvolvidos com acetato de etila-piridina-agua, (8:2:1,
vIviv) por 18 horas, e a revelagédo realizada com solugéo de nitrato de prata-
hidréxido de sédio etandlico preparados como descrito por STAHL (1969).

2.2.4.3.2 ldentificagao das agliconas

A solucdo contendo a aglicona separada dos agucares foi concentrada
sob pressdo reduzida a temperatura e ressolubilizada em metanol. A solugédo
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contendo a aglicona foi cromatografada em papel Whatman 1MM com os
solventes BAW (butanol:acido acético glacial:agua; 4:1:5; v/v/v); Forestal (acido
acético glacial:agua:acido cloridrico;30:3:10, viviv), e Acido férmico (acido
férmico:acido cloridrico:agua; 5:2:3; v/v/v) e os valores de R¢ foram comparados
com os valores de R; de padrées de cianidina, delfinidina e petunidina, obtidos
de amora, berinjela e alho, respectivamente, conforme descrito por GUEDES e
LYRIO (1998).

2.2.4.4 Hidroélise alcalina

A hidrélise alcalina das principais antocianinas purificadas, para a
identificagcdo dos acidos, foi realizada conforme metodologia descrita por
FRANCIS (1982).

Os extratos etéreos da hidrolise alcalina foram submetidos a
cromatografia em placa fina de silica, juntamente com padrées de acido
cafeico, cumarico, fertlico, sinapico, cinamico, siringico, p-hidroxibenzdico, e
com padrées de acidos maléico, malico, malénico, succinico, oxalico e aceético.
As placas foram desenvolvidas respectivamente em TAE (tolueno-acido
acético-etanol, 15:3:1, v/v) conforme descrito por BOBBIO et al. (1982) e em
benzeno-metanol-acido acético(79:14:7, v/v) e reveladas com solugéo de verde
de bromocresol, conforme método descrito por STAHL (1972),

respectivamente.

2.2.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada para avaliagéo da
pureza das principais antocianinas em papel. Os agucares, acidos e agliconas
das referidas antocianinas foram também analisadas por CLAE.

Metanol de grau cromatografico(Omnisolv), acido fosférico (Merck, p.a.)
e acido clorhidrico (Merck, p.a.) foram filtrados em sistema Millipore de filtragao
a vacuo, utilizando membranas de 0,5 um (Millipore). Todas as fases méveis

foram desgaseificadas em ultrassom ( 30 minutos) antes da utilizag&o.
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2.2.5.1 CLAE de antocianinas

Para avaliagdo da pureza das principais antocianinas purificadas em
papel, obtidas no item 2.2.3 foi utilizado um cromatégrafo liquido Shimadzu
(CLAE 1), modelo LC-10A, com duas bombas e sistema automatico de injegéo
Shimadzu SIL-10 A, que introduzia 50 ul de amostra. Para a separagdo dos
compostos foi utilizada coluna CLC-ODS(M) (Shimadzu), com particulas de
5um, com dimensées de 250 x 4,6 mm d.i.(Shimadzu Co.,Jap&o) protegida por
una coluna de guarda Shim-Pack CLC-GODS 10 x 4mm d.i. (Shimadzu Co.,
Japso). Empregou-se eluigdo por gradiente da fase moével formada pelo
sistema de solventes A) 0,5% de Acido Fosférico e B) Metanol , em eluigdo por
gradiente linear de A/B (95/5) até (40:60), 1% / min. A temperatura da coluna
foi ajustada para 40°C, e fluxo da fase mével a 1,0 mi/min. A detecgéo foi
realizada primeiramente com detector UV-visivel, marca Shimadzu, modelo
SPD-10A, a 530nm e posteriormente ljtilizando um detector de arranjo de
diodos, marca Shimadzu, modelo SPD-M 10A, operando a 280nm e 520nm.
Todas as amostras foram filtradas em filtros Sigma PTFE, Z22,741-2, antes de
serem injetadas no cromatografo.

2.2.5.2 CLAE de aglcares

Para analise dos aglcares das principais antocianinas purificadas o
hidrolizado obtido por hidrélise acida foi concentrado até secura e redissolvido
em agua, sendo posteriormente injetado num cromatografo liquido de aita
eficiéncia, marca Shimadzu, modelo LC-10A com coluna Shim-Pack SCR-101P
(Shimadzu Co., Japdo) (300x7,9mm), empacotada com resina de poliestireno
sulfonado (10u) carregada com cations Pb*2, com modo de separagdo por
fiitragdo em gel e coluna de guarda (40 x 50 mm) com as mesmas
caracteristicas de empacotamento da coluna analitica. Como fase moével, foi
utilizada agua ultra-pura, com fluxo 0,6 ml/min. A temperatura da coluna foi
ajustada para 80°C, e fluxo da fase moével a 0,6 mi/min. O volume de injeg&o foi
de 40 pL ajustado no injetor automatico, tendo sido utilizado detector de indice

de refragdo, Shimadzu, modelo SPD-10A.
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2.2.5.3 CLAE de acidos

Para analise dos acidos das principais antocianinas purificadas, o extrato
etéreo, obtido da hidrolise alcalina, como descrito no item 2.2.4.4 foi injetado e
padrées de &cidos alifaticos foram analisados por CLAE tilizando um
cromatografo marca Shimadzu, modelo LC-10A, com coluna especifica para
acidos organicos monocarboxilicos e dicarboxilicos Shim-Pack SCR-101H (300
x 7,9mm d.i.), empacotada com resina de troca catiénica copolimero sulfonado
de poliestileno-divinilbenzeno. O solvente utilizado foi acido fosférico pH 2,1, a
uma vazdo de 0,6 ml/min, a temperatura de 50 °C ; a detecgdo foi monitorada
com detector de arranjo de diodos Shimadzu, modelo SPD-M10A, a 200 e 210
nm.

Para a identificagdo dos acidos aromaticos, empregou-se CLAE usando
um sistema cromatografico com bomba Waters 510, coluna fase C-18,
Microsorb-MV VARIAN (25 cm x 4,6mm d.i.), 5pm de diametro de particula. (0]
extrato etéreo foi evaporado até secura e ressolibilizado na fase movel
constituida por agua:metanol:acido acético (80:20:0,5; v/v), eluidos de modo
isocratico com fluxo de 1ml/min. A detecgéo foi realizada com detector UV-
visivel Waters modelo 486, operado a 279nm. Todas as amostras foram
filtradas com filtro Sigma PTFE, Z22,741-2.

2.2.5.4 CLAE das agliconas

Para andlise das agliconas das principais antocianinas
purificadas, uma aliquota do hidrolizado das fragbes purificadas obtido por
hidrélise acida foi injetada em cromatégrafo liquido para analisar as agliconas,
usando o mesmo sistema empregado para antocianinas como descrito no item
2.2.5.1. A aglicona empregada como padrdo foi obtida a partir da amora,
conforme encontrado por GUEDES & LYRIO (1997).

Uma segunda analise das agliconas foi realizada empregando-se um
segundo sistema cromatografico, denominado Sistema CLAE I, usando um
cromatégrafo marca VARIAN, com coluna modelo Microsorb-MV Rainin, marca
VARIAN, fase C18 (25cm x 4,6mm d.i.), 5 um de diametro de particula, com o
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sistema de solventes metanol: agua : acido cloridrico (50:50:0,5, v/v), eluidos
de forma isocratica, a uma vazao de 1mi/min. Detector UV-visivel a 530nm. As
amostras foram filtradas com filtros Sigma PTFE, z22,741-2.

2.2.6 EXPERIMENTO DE ESTABILIDADE

A estabilidade da principal antocianina purificada, de maior
concentragdo no pigmento, e de seus respectivos complexos com pB-
ciclodextrina foi estudada frente aos agentes, pH 2,0 e 3,0, luz, auséncia de luz
e atmosfera de nitrogénio.

A principal antocianina foi liofilizada e solubilizada em solugbes tampao
citrato/fosfato a pH 2,0 e 3,0. Solugdes de cianidina 3-maleoilglicosideo, em
concentragbes variando entre 102 - 10 * M foram preparadas de modo a se
obter leituras de absorvancia préximo a valores de 1,0, devido a rapidez com
que a absorvancia diminuiu ao longo do experimento, respeitando-se assim, a
mesma faixa de concentragdo sugerida para a formagio de complexos com
copigmentos (MAZZA & BROUILLARD, 1990).

As solugdes tamponadas de antocianinas e seus respectivos complexos,
foram distribuidas (5 mL) em tubos de ensaio de 15 mL com tampa rosqueavel.
Cada tubo foi imediatamente submetido a um fluxo de N2 por 15 segundos e
fechado, sendo metade dos tubos deixada no escuro e outra metade exposta a
luz de l1ampadas fluorescentes de 40 W, 2500 Lux, guardando uma distancia
de 10 cm entre a lampada e os tubos. Todos os tubos permaneceram em
ambiente com temperatura de 25 °C.

Para os sistemas sem adigdo de p-ciclodextrinas tanto na
presenga como na auséncia de luz, as leituras de absorbancia foram tomadas
imediatamente apds o preparo das solugdes tamponadas. Para os sistemas
com adigdo do agente complexante, expostos a luz e em auséncia de luz, as
respectivas leituras foram tomadas apés duas horas do preparo das solugbes
para efetiva complexagdo. Durante as primeiras 12 horas e a intervalos de
aproximadamente 24 horas foram retiradas aliquotas para a obtengdo do
espectro UV-visivel e leitura das absorvancias no comprimento de onda de
maxima absorgado (528 nm), com tempo total de experimento de 384 horas, em
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espectrofotometro Beckman DU-70.
2.2.6.1 Reagdo de complexacgao

Solugdes de cianidina 3-maleoilglicosideo de concentragédo ao redor de
10™*M foram preparadas, com solugdes tamp3ao citrato/fosfato a pH 2,0 e 3,0.

O agente de complexagdo B-ciclodextrina foi adicionado as solugdes
tamponadas da antocianina na razéo molar pigmento/copigmento de 1:1 e 1:2
e os experimentos realizados como descritos no item 3.2.21.

O Quadro 3-1 resume as condigbes de reacdo utilizadas para o estudo

da estabilidade da cianidina 3- maleoilglicosideo.

Quadro 3-1 Condigdes de reagado utilizadas para a cianidina 3-maleoilglicosideo e

seus complexos com B-ciclodextrina sob atmosfera de nitrogénio.

Amostra pH Agente Adigao de p-ciclodextrina (CD) razao molar pigmento
B-CD

1 2 auséncia de luz -
2 2 luz -
3 2 auséncia de luz 1:1
4 2 luz 1:1
5 2 auséncia de luz 1:2
6 2 luz 1:2
7 3 auséncia de luz -
8 3 luz -

9 auséncia de luz 1:2

10 luz 1:2

2.2.6.2 Avaliacdo da estabilidade

Curvas da absorbancia relativa (A-Aog) versus tempo foram
construidas para estimar a estabilidade da antocianina e seus complexos pela
andlise da perda de absorgdo dos sistemas frente aos agentes descritos
anteriormente. Porcentagens de retengédo de cor foram calculadas tomando-se

valores de absorbancia iniciais e finais determinados para cada sistema.
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23 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 SEPARAGAO E PURIFICAGAO DAS PRINCIPAIS ANTOCIANINAS DO
CAPIM NAPIER

O teor de antocianinas totais, de 67,7 mg/100g em base umida, justificou
o estudo de sua composigdo antociénica.

O capim napier mostrou-se uma mistura complexa de pelo menos cinco
antocianinas, evidenciado pelos nimeros de picos do cromatograma obtidos na
cromatografia liquida de alta eficiéncia do extrato metandlico, como ilustra a
Figura 2-3, e cuyas proporgdes relativas estao apresentadas na Tabela 2-1.

mAbs

8.[0[77
2

g I | i
5

3.1.50

I e

0 5 10 15 20 25min

Figura 2-3: Perfil cromatogréfico obtido por CLAE do extrato metandlico de capim
napier (Pennisetum purpureum). Eluigéo monitorada a 520 nm. Condigbes de analise
detalhadas no texto.

Tabela 2-1. Proporgdes relativas das antocianinas do extrato metandélico(Fragéo 1)

de capim napier, obtidos a partir da CLAE.

N° de Pico
2 3 4 o
area (%) 2,2 68,2 10,8 3,2 15,5
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As operagbes cromatograficas, detalhadas no fluxograma exposto na
Figura 2-2, para separagdo e purificagdo das antocianinas, resultaram na
obtengéo final de tres principais antocianinas, com maior concentragédo do
pigmento, denominadas de fraces F.1.2.1, F.1.22 e F.1.4, cuyos perfis
cromatograficos, apds analise por CLAE, estéo expostos na Figura 2-4.

a) b)

Dala:CP011.001 Melhod:JAN.MET Ch=1 Dale:CP021.D01 Method:JAN.MET Ch=1
Adten:3

mAbs ,CP011.CO1_Atten:1 mAbs_ Chrom:CP021.C01
8
8.048
4

05 1 2

0 [] 10 16 20 min ] ] 10 18 20 26min

C) Data:CP041.001 Method:JAN.MET Ch=1
mAbs P041.C01

a

16.880

!
5 Y -

10 15 20 min

Figura 2-4: Perfis cromatograficos em CLAE das fracBes purificadas obtidas ap6s
cromatografia em papel preparativa (a) fragdo 1.2.1; (b) fragdo 1.2.2 (c) fragdo 1.4.
Condigbes cromatograficas descritas no texto.
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As proporgdes relativas das antocianinas presentes nas fragées acima, e
apresentadas na Tabela 2-2, sugerem a pureza das mesmas.

Tabela 2-2: Proporgbes relativas das antocianinas presentes nas Fragdes 1.2.1 e
1.2.2 e 1.4, obtidas ap6s separagdo cromatografica em papel.

Fragdes
1.21 1.2.2 1.4
Pico Pico Pico
1 2 1 2 3 1 2
A(%) 97,8 2,1 10,4 87,3 2,3 2,8 96,1

A analise das relagdes AL AICl; e Absaso/A amax vis CUjOS valores estéo
sumarizados na Tabela 2-3, mostra que para todas as tres referidas fragoes,
tem-se uma estrutura orto-hidroxilada no anel B, como as das cianidinas,
delfinidinas e petunidina e que seus agucares estdo ligados unicamente a
posicdo 3 da aglicona, como descrito por HARBORNE (1967). Adicionalmente
a razdo Absao/AbSimax, segundo FRANCIS (1982), alcanga valores proximos
quando a aglicona cianidina esta substituida na posigdo 3. De fato, os valores
de Amax, tanto na regido do visivel como de UV, estdo muito proximos ao da
cianidina.

As agliconas das fragdes F 1.2.1, F.1.2.2 e F.1.4, obtidas apds hidrélise
acida, como descrito em 2.2.4.3.2, apresentaram, nos tres solventes
indistantemente, idéntica mobilidade (Rs) da cianidina padrdo, respectivamente
na cromatografia em papel e tempos de retengdo préoximos ao da cianidina em
CLAE, sendo confirmada pelos resultados da co-cromatografia, como
evidenciado pelos perfil cromatografico apresentados nas Figuras 2-5 e Anexo
1 e 2, para as fragbes F. 1.2.1 e F 1.2.2 e Figura 2-6, para a fragéo F.1.4
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Tabela 2-3. Caracteristicas espectrais das antocianinas constituintes das fragbes
F.1.2.1, F.1.2.2 e F.1.4, em metanol acidificado com HCI 0,01%.

Caracteristicas Fragdo Fragdo Fragéo Cianidina
1.21 1.2.2 1.4 3-glicosideo *

A max. visivel (nm) 528 526 528 523

A max. UV (nm) 280 272 218 274

A acido (nm) - - 338 -

Amax aciio / A max vis - - 183 -

AA AICl3 (nm) +24 +21 +26 25
As40/Amax. Vis. 24 30 26 24

*HARBONE (1967)

A hidrolise controlada, como descrito no item 2.2.4.2 é de grande importancia
na determinagdo das partes o grupos que compdem a antocianina, uma vez
que o nimero de manchas intermediarias que aparecem entre as manchas da
aglicona e da antocianina intacta, nos papéis cromatogréaficos, fornece com
precisdo o numero de aglcares ligados a porgédo aglicona (HARBORNE, 1967).

As fragdes F.1.21 e F.1.2.2 apresentaram uma U(nica mancha
intermediaria, evidenciando a presenga de uma Unica molécula de aglcar
ligada a aglicona, enquanto duas manchas intermediarias apareceram na
fragdo F.1.4, portanto, possivelmente dois aglcares estédo ligados a aglicona

dessa fragéao.
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Oala:HPAHA2.001 Methad:JAN.MET Ch=1 Dala:HCPO1.001 Method:JAN.MET Ch=1
mAbs_Chrom:HPAHA2.CO1_Alten:2 mAbs_Chrom:HCPO1.CO1_Atten:2
4 3 q

17.138

17.100

0 5 10 16 20 min

Figura. 2-5: Perfis cromatograficos obtidos por CLAE, no sistema cromatografico
CLAEI de: (a) padréo de aglicona cianidina : (b) aglicona da Frag&o 1.2.1; (c) aglicona
da Frag&o 1.2.2. CondigBes cromatograficas descritas no texto.
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Figura 2-6. Perfis cromatograficos obtidos por CLAE com o sistema cromatografico
CLAEIl de: (a) padrao de aglicona cianidina ; (b) aglicona da Fragdo 1.4 ; (c) co-
cromatografia da aglicona da Fragdo 1.4 com padrdo de cianidina. Condigdes
cromatograficas descritas no texto.
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A natureza dos agucares das principais antocianinas foi determinada
por suas mobilidades cromatograficas (Rs) empregando cromatografia em
papel, por seus tempos de retengdo obtidos por CLAE (cujos cromatogramas
estdo apresentados nas Figuras 2-7) e comparados aos de padrdes aplicados
nos mesmos sistemas cromatograficos, sumarizados na Tabela 2-4. Assim,
glicose constitue-se os agucares de ambas as fragbes 1.2.1 e 1.2.2 e arabinose
e glicose constituem-se o dissacarideo da fragéo 1.4.

Foram determinadas a presencga e a natureza dos acidos aromaticos e
alifaticos, possiveis componentes da molécula das tres antocianinas.

O exame preliminar das caracteristicas espectrais presentes na Tabela
2-3, revela que a fragéo 1.4 apresenta uma absorgdo na regido comprendendo
310-340nm, caracteristica da presenca de acido aromatico (HARBORNE,
1967), além de uma elevada razao Amax acio/Amax vis, Sugerindo a possibilidade
de mais de uma molécula de acido ligadas ao agucar (SAITO et al, 1985).

Em razdo disso, o extrato etéreo da fragdo 1.4 obtido da hidrolise
alcalina, como descrito no item 2.2.4.4, foi submetido a cromatografia em
camada delgada e cromatografia liquida. Os valores de mobilidade
cromatografica e do tempo de retengdo obtido dos perfis cromatograficos
dispostos na Figura 2-8, indicam a presenga do acido siringico na molécula da
antocianina da fragédo 1.4.
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Figura 2-7 Perfis cromatogréficos das fragdes glicosidicas correspondentes as fracoes

1.2.1, 1.2.2 e 1.4. Condigdes experimentais descritas no texto.
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Tabela 2-4 Valores dos tempos de retengdo (min) para padrdes de agucares e acidos
alifaticos, obtidos por CLAE, nos sistemas empregados neste estudo.

Padrées tr (min)

Agucares
Glicose 14,1
Frutose 18,3
Arabinose 17,3
Galactose 16,0
Xilose 15,2
Ramnose 19,5

Padrbes tr Padrdes tr

Acidos

Malico 13,6 Galico 3,8

Maleico 11,7 Cafeico 14,0

Malénico 14,4 Siringico 16,7

Succinico 16,7 Vanilico 18,4
Oxalico 9,6 Fertlico 36,9
Acético 20,1

Foram determinadas a presencga e a natureza dos acidos aromaticos e
alifaticos, possiveis componentes da molécula das tres antocianina

Embora detectada a inexisténcia de absor¢do na regido do espectro
indicada para acidos aromaticos, procedeu-se a uma cromatografia em camada
delgada para acidos alifaticos e cromatografia liqguida como descrita nos items
2.2.4.4.1 e 2.2.5.3 respectivamente.

Os dados obtidos de mobilidade cromatografica (R¢) aliados aos tempos
de retengéo, obtidos pelo perfil cromatografico, apresentado na Figura 2-8 séo
comparados aos de padrées, relacionados na Tabela 2-4, indicam a presenga
de acido maleico apenas na molécula da antocianina da Fragéo 1.2.1.
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Figura 2-8: Perfil cromatografico em CLAE do extracto etéreo das fragdes 1.2.1 para

determinago de acidos alifaticos . Condigdes experimentais descritas no texto.
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Figura 2-9 Perfil cromatografico obtido por CLAE do extrato etéreo da fragédo 1.4.para

determinacgdo de acidos aromaticos. Condigbes experimentais descritas no texto
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Além dos tempos de retengéo sumarizados na Tabela 2-5, os espectros
de absorgéo, obtidos por DAD, confirmam a identidade da aglicona cianidina

nas fragbes 1.2.1 e 1.2.2 (Figuras 2-5 e 2-11)

Tabela 2-4 Tempos de retengdo obtidos em CLAE com detector UV-visivel e arranjo
de diodos e comprimentos de onda de maxima absorgédo (em detecg&o com arranjo

de diodos) das fragbes 1.2.1 e 1.2.2 e suas respectivas agliconas.

tr (min) Amax. vis. (NM)
(DAD) (DAD)
Fragédo 1.2.1 8,063 520
Fragdo 1.2.2 9,103 520
Aglicona da fragdo 1.2.1 18,368 526
Aglicona da fragéo 1.2.2 18,802 526
Aglicona cianidina padréo 18,785 526
a) b)

T
Abs

Figura 2-10: Perfis cromatograficos em CLAE e espectro UV-visivel dos picos
correspondentes as antocianinas das fragbes 1.2.1 (a) e 1.2.2 (b) , obtidos com
detector de arranjo de diodos. Condigdes experimentais descritas no texto.
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a) b)
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Figura.2-11: Perfis cromatograficos em CLAE e espectro UV-visivel dos picos obtidos
com detector de arranjo de diodos de: a) aglicona da fragdo 1.2.1; b) aglicona da
fragéo 1.2.2. c) aglicona padrédo de cianidina Condigdes cromatogréaficas descritas no

texto.

As identidades das antocianinas presentes nas fragdes 1.2.1, 1.2.2 e
1.4, pode ser finalmente estabelecida como sendo cianidina 3-
maleoilglicosideo, cianidina 3-glicosideo e cianidina 3-arabinosideo e
glicosideo, acilado com acido siringico.

Existe pouca informagdo a respeito das caracteristicas de elui¢do de
pigmentos acilados com &cido alifaticos. A natureza polar de um éster de acido
malénico resultaria na diminuigdo da retengdo quando comparados com
antocianinas n&o aciladas(TAKEDA et al., 1986). No perfil cromatografico do
extrato metanolico de capim napier, observou-se que o pico 2 correspondente a

antocianina da fragdo 1.2.1 identificada como cianidina 3-glicosideo acilada
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com acido maléico, elui com menor tempo de retengdo que o pico 3
correspondente a antocianina da fragdo 1.2.2 uma cianidina 3-glicosideo, o
que mostraria que a acilagéo alifatica poderia promover a diminuigédo do tempo
de retengdo. Entanto a acilagdo aromatica produz um aumento no tempo de
retengdo das antocianinas usando CLAE em fase reversa (TAKEDA et al.,
1986; KIM, 1989). No perfil cromatografico de capim napier observou-se que o
pico 5 correspondente a fragdo 1.4, apresentou um tempo de retengédo de 17,1
min., aproximadamente o dobro do tempo apresentado por cianidina 3-
glicosideo (pico 3), fato que evidencia uma acilagdo da molécula de antocianina
que estaria aumentando o caracter polar da molécula através dos é&cidos

aromaticos ligados a ela.

2.3.2 EXPERIMENTOS DE ESTABILIDADE

Uma vez estabelecida a identidade das tres principais antocianinas
presentes no capim napier, aquela com maior concentragdo de pigmento, na
proporgdo relativa de 68%, identificada como cianidina 3-maleoilglicosideo foi
usada para os estudos de estabilidade.

Os pH 2,0 e 3,0 foram escolhidos pela maior concentragdo da
especie fortemente colorida AH" e inestabilidade crescente em pH maiores a
3,0.

As curvas de absorvancia relativa(A-Ay) em fung¢édo do tempo para pH
2,0 e pH 3,0 ( Figura 2-12 e Figura 2-13) e os valores de porcentagem e
retengdo da cor, relacionados na Tabela 2-5 , evidenciam a maior
inestabilidade da cianidina 3-maleoilglicosideo a pH 3,0, tanto no escuro como
na luz, o que seria esperado uma vez que a cor vermelha predomina em pH
acidos, possivelmente tendo ocorrido um deslocamento do equilibrio em
diregdo a pseudobase incolor B (MAZZA & BROUILLARD, 1987),
aparentemente acelerada pela luz, uma vez que a porcentagem de retengdo de
cor foi determinada como sendo maior para os sistemas deixados ao abrigo da
luz.

Elevada perda de absorgao foi observada para os sistemas expostos a
luz, 50% superior em relagdo aos sistemas em auséncia de luz, em ambos os
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maleoilglicosideo.

A existéncia de &cido alifatico na sua molécula parece n&o lhe oferecer
adicional protecdo, uma vez que ela apresenta valores de porcentagem de
retengéo proximos aos encontrados para cianidinas mono- & diglicosiladas néao
aciladas (SWEENY & IACOBUCCI, 1983; STRINGHETTA, 1991, GUEDES,
1994), sugerindo que somente a acilagdo com acidos aromaticos, e em
particular as duplas ligagdes dos &cidos cinamicos, contribuiram para uma
forte associagdo com o cromoforo (DANGLES et al, 1993; GAKH et al, 1997).

Diferentemente dos complexos formados por copigmentos como
galotaninos e flavonoides, as B-ciclodextrinas promoveram um decréscimo
inicial na absorvancia quando da formagdo do complexo de inclusdo, o que
esta de acordo com os resultados reportados por YAMADA et. al. (1990) e
CHANDRA (1992).

0.2
0.1 e CtLUZ
= CtESCURO
0.0 e CDILUZ
&4 = CDIESC
I e CD2LUZ
. 921\ = CD2ESC
< 1 .
< 03 —
J T
-04 - \\
05 e s
-0.6 H
-0.7 | Ll I L] '

T I Ll l L] ' Al ] T | T | T T l
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Tempo (horas) -
Figura 2-12 Absorvancia relativa (A-Ao) versus tempo, a pH2, para cianidina 3-
maleoilglicosideo e seus complexos com B-ciclodextrina nas razGes molares 1:1 e

1:2, em presenga e auséncia de luz, onde Ct= cianidina 3-maleoilglicosideo, CD1=

complexo com B-ciclodextrina 1:1 e CD2= complexo com B-ciclodextrina 1:2.
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Figura 2-13 Absorvancia relativa (A-Ao) versus tempo, a pH3, para a cianidina 3-
maleoilglicosideo e seu complexo com B-ciclodextrina na razdo molar de 1:2, em
presenga e auséncia de luz, onde Ct= cianidina 3-maleoilglicosideo, CD2=complexo

com B-ciclodextrina 1:2.

Como apresentado nas Figuras 2-12 e 2-13, a f-ciclodextrina mostrou
aumentar a estabilidade da antocianina a pH 2,0 quando na razdo molar de
1:2, com maior efeito no auséncia de luz. Entretanto, na razdo molar 1:1 néo
foi observado efeito estabilizante assim na luz como no escuro. Enquanto a pH
3,0, a B-ciclodextrina na razdo molar 1:2 apresentou forte efeito estabilizante
tanto na luz como na sua auséncia como pode observar-se na figura.

O exame dos valores de porcentagem de retengdo de cor mostra que

reacéo de complexagdo parece favorecida pela luz quando o pH é 3,0

7.



Tabela 2. Porcentagem de retencdo de cor (A-A)A, para a cianidina 3-
maleoilglicosideo, em pH 2,0, pH 3,0, presenga e auséncia de luz, com e sem adicdo
de B-ciclodextrina (CD), nas razées molares de pigmentos/B-ciclodextrina de 1: 1 e 1:
2, em intervalos de tempo determinados para cada sistema.

SISTEMAS % RETENGCAO DA COR

pH 3,0 - luz® 24,0
pH 2,0- auséncia de luz © 75,7
pH 3,0- auséncia de luz® 52,2
pH 2,0- luz® 43,7

CD 1:1
pH 2,0-auséncia de luz® 91,3

CD 1:1
pH 2,0-luz’ 52,8

CD 1:2
pH 2,0-auséncia de luz® 94,8

CD 1:2
pH 3,0-luz" 64,2

CD 1:2
pH 3,0- escuro 76,4

CD 1:2
a: ap6s 64hs b: apés 62hs c: apds 144hs d; apds 64 hs
e: apos 72hs f. ap6s 64 hs g: apos 64hs h; apés 132hs
i: apbs 120hs

Estes resultados estdio de acordo aos encontrados por YAMADA et
al (1980) e sugerem que o complexo de inclusio pode proteger a

antocianina da decomposigdo apesar da sua forma pseudobase 14bil
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2. 4 CONCLUSOES

Capim napier pode ser considerado fonte promissora de matéria corante,
em virtude de seu significativo teor de antocianinas de 67,7mg/1 00g, quando
comparado a outras folhas.

A andlise das caracteristicas espectrais combinada ao comportamento
em cromatografia em papel, e camada delgada e pelos tempos de retencdo
obtidos por CLAE comparados ao de padrdes e co-cromatografias, estabeleceu
que este capim € constituido por cinco antocianinas, das quais trés delas estéo
presentes nas proporgdes relativas de 68%, 11% e 15%, foram identificadas,
respectivamente como, cianidina 3-maleoilglicosideo, cianidina 3-glicosideo, e
cianidina 3-arabinosilglicosilada acilada com acido siringico.

A cianidina 3-maleoilglicosideo mostrou-se mais estavel a pH 2,0 que a
pH 3,0, com a luz sendo o agente mais destrutivo para a cianidina 3-
maleoilglicosideo, principalmente a pH 3,0.

A adicdo de p-ciclodextrinas promoveu estabilizagdo a cianidina 3-
maleoilglicosideo quando a pH 3,0 e luz estiveram combinados, com aumento
da retengao da cor, em relagdo ao sistema ndo complexado, de 62,5%.
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CONCLUSOES

Capim napier pode ser considerado fonte promissora de matéria corante,
em virtude de seu significativo teor de antocianinas de 67,7mg/100g, quando
comparado a outras folhas.

A andlise das caracteristicas espectrais combinada ao comportamento
em cromatografia em papel, e camada delgada e pelos tempos de retengéo
obtidos por CLAE comparados ao de padrées e co-cromatografias, estabeleceu
que este capim € constituido por cinco antocianinas, das quais trés delas estéo
presentes nas proporgdes relativas de 68%, 11% e 15%, foram identificadas,
respectivamente como, cianidina 3-maleoilglicosideo, cianidina 3-glicosideo, e
cianidina 3-arabinosilglicosilada acilada com acido siringico.

A cianidina 3-maleoilglicosideo mostrou-se mais estavel a pH 2,0 que a
pH 3,0, com a luz sendo o agente mais destrutivo para a cianidina 3-
maleoilglicosideo, principalmente a pH 3,0.

A adigado de B-ciclodextrina promoveu uma sensivel estabilizagao a antocianina,
quando pH 3,0 e luz estavam combinados, embora esses agentes isoladamente
tenham sido deletéreos para a cianidina 3-maleoilglicosideo. Observou-se
alguma estabilizagao da cianidina 3-maleoilglicosideo quando duas moléculas
de B-ciclodextrina foram usadas, a pH 2,0 e em auséncia de luz. A diminuigdo do
numero de moléculas para somente uma ndo imprimiu cualquer protegdo ao

sistema, quando exposto a luz ou em sua auséncia.
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Anexo 1 Perfis cromatograficos obtidos por CLAE (sistema CLAEIl) de : padrao da
aglicona cianidina, b) aglicona da antocianina da fragdo 1.2.1 e c) co-cromatografia da

aglicona da antocianina 1.2.1 com padrdo de cianidina. Condigdes cromatograficas
descritas no texto.
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Anexo 2 Perfis cromatograficos em CLAE (sistema CLAEII) de a) padrdo da aglicona
cianidina b) aglicona da antocianina da fragdo 1.2.2 e ¢) co-cromatografia da aglicona

da antocianina correspondente a fragdo 1.2.2 com padrdo de cianidina. Condigoes
cromatograficas descritas no texto.



b)
Tempo A 1/A -log(A)
(h) Tempo A -log(A) 1/A
0 0,799 | 1,25156 | 0,097 (h)
3 0,775 |1,29032 | 0,111 0 0,794 0,1 1,2594
6 0,766 | 1,30548 | 0,116 48 0,737 0,132 | 1,3568
11 0,713 | 1,40252 | 0,147 96 0,709 0,149 | 1,4104
o i fosr] [ras T osor |ogm |
, : ' 192 - 0,221 -
44 0,497 | 2,01207 | 0,304 543 057 0244 | 1.7543
64 0,325 | 3,07692 | 0,488
85 0.263 | 3.80228 | 0,58 315 0,536 | 0,271 | 1,8656
103 0214 | 46729 067 387 0,485 | 0,315 | 2,0618
c)
d)
Tempo A -log(A) 1/A
(h) Tempo A -log(A) 1/A
0 0.728 | 0.138 | 1.37363 (h)
3 0.697 | 0.157 | 1.43472 0 0.716 | 0.145 | 1.39665
6 0.68 0.167 | 1.47059 72 0.654 | 0.184 | 1.52905
11 0.64 0.194 | 1.5625 120 0.598 | 0.223 | 1.67224
13 0.632 | 0.199 | 1.58228 168 0.527 | 0.278 | 1.89753
15 0.612 | 0.213 | 1.63399 240 0.48 0.318 | 2.08333
44 0.385 | 0.415 | 2.5974 312 0.442 | 0.355 | 2.26244
64 0.318 | 0.498 | 3.14465 384 0.383 | 0.417 | 2.61097
85 0.194 | 0.712 | 5.15464 864 0.219 0.66 | 4.56621
e)
f)
Tempo A -log(A) 1/A
(h) Tempo A -log(A) 1/A
0 0.648 | 0.188 | 1.54321 (h)
3 0.627 | 0.203 | 1.5949 0 0.648 | 0.188 | 1.54321
6 0.612 | 0.213 | 1.63399 48 0.638 | 0.195 1.5674
11 0.566 | 0.247 | 1.76678 120 0.582 | 0.235 | 1.71821
13 0.567 | 0.246 | 1.76367 192 0.553 | 0.257 | 1.80832
15 0.558 | 0.253 | 1.79211 240 0.541 | 0.267 | 1.84843
44 0.386 | 0.413 | 2.59067 312 0.447 0.35 2.23714
64 0.342 | 0.466 | 2.92398 384 0.403 | 0.395 | 2.48139
85 0.294 | 0.532 | 3.40136 864 0.299 | 0.524 | 3.34448
103 0.21 0.678 | 4.7619

Anexo3. Dados de Absorvancia da cianidina 3- maleoilglicosideo: a) pH 2, em

presenga de luz; b) pH2, em auséncia de luz; c) pH2, CD1:1, em presenca de luz;d)

pH2, CD1:1, em auséncia de luz; e) pH2, CD 1:2, em presenga de luz; f) pH2, CD 1:2,

em ausencga de luz.




a) b)
Tempo A 1/A -log(A) Tempo A -log(A) 1/A
(h) (h)
0 0,799 | 1,25156 | 0,097 0 0,794 0,1 1,2594
3 0,775 1,29032 [ 0,111 48 0,737 0,132 1,3568
6 0,766 | 1,30548 | 0,116 96 | 0,700 | 0,149 | 1,4104
11 0,713 | 1,40252 | 0,147 14 56517 16103 16638
13 0,715 | 1,3986 | 0,146 199 : 5551 :
15 0,703 | 1,42248 | 0,153 - ' -
44| 0497 |2,01207 | 0,304 243 | 057 | 0,244 | 1,7543
64 0,325 | 3,07692 | 0,488 315 | 0,536 | 0,271 | 1,8656
85 0,263 | 3,80228 | 0,58 387 0,485 | 0,315 | 2,0618
103 0,214 | 46729 | 0,67
c) d)
Tempo A -log(A) 1/A Tempo A -log(A) 1/A
(h) (h)
0 0,772 0,112 | 1,2953 0 0,834 | 0,079 | 1,1990
2 0,647 0,189 1,5456 3 0,811 0,091 1,2330
S 0615 | 0.211 | 1,6260 12 [ 0,805 | 0,094 | 1,2422
8 g’g“ﬁ (;)»22657 }Zgi 15 | 0,793 | 0,101 | 1,2610
10 ’ : : 60 | 0,602 | 022 | 1,6611
12 0,521 | 0,283 | 1,9193
14 0,517 | 0,287 | 1,9342 96 0,503 | 0,298 | 1,9880
38 0,366 0,437 2,7322 144 0,435 0,361 2,2988
62 0,185 0,733 5.4054 192 0,357 0,447 | 2,8011
240 | 0,348 | 0,458 | 2,8735
276 | 0,232 | 0,635 | 4,3103

Anexo4. Dados de Absorvancia da cianidina 3- maleoilglicosideo: a) pH2, em presenca
de luz, b) pH2, em auséncia de luz, c) pH 3, em presencga de luz; d) pH3, em auséncia

de luz.



b)

a)
Tempo A -log(A) 1/A
(h)
0 0.604 | 0.218 | 1.65563
2 0.559 | 0.253 | 1.78891
15 0.523 | 0.281 | 1.91205
17 0.514 | 0.289 | 1.94553
60 0.479 0.32 | 2.08768
132 0.388 | 0.411 | 2.57732

Tempo A -log(A) 1/A
(h)
0 0.508 | 0.294 | 1.9685
3 0.461 | 0.336 | 2.1692
48 0.438 | 0.359 [ 2.28311
120 0.388 | 0.411 | 2.57732
264 0.278 | 0.556 | 3.59712

Anexo 5. Dados de Absorvancia da cianidina 3- maleoilglicosideo com adi¢do de p-

ciclodextrina na razdo de 1:2, a pH 3: a) em presenc¢a de luz; b) em auséncia de luz.




