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RESUMO

Este trabalho tem por objetivo avaliar a capacidade de diferentes combinacdes de solucdes
hidroalcodlicas associadas a cidos organicos na extracdo de antocianinas presentes nas cascas
da jabuticaba e nas folhas do repolho roxo. Para tal fim, avaliou-se diferentes fragdes molares
de trés solucbes liquidas binarias formadas por (4gua + metanol), (dgua + etanol) e (agua +
isopropanol) com adicéo de diferentes quantidades de trés &cidos orgénicos (acido citrico, &cido
adipico e acido nicotinico). Apds o procedimento de extracdo, as antocianinas monoméricas
totais foram quantificadas por méetodo espectrofotométrico. Com tal procedimento, foi possivel
determinar uma combinacédo de solvente/acido organico que permitiu maximizar oS processos
extrativos de antocianinas monomeéricas presentes nas matrizes estudadas. A utilizacdo de
acidos organicos como coadjuvantes na extracdo de antocianinas provou ser eficiente. A
solucdo que apresentou melhor capacidade para extrair antocianinas das cascas da jabuticaba
foi 4gua + metanol com 0,1 mol.kg* de acido citrico. Para as folhas do repolho roxo a solugéo
formada por agua + metanol e 0,1 mol.kg™ de 4cido adipico se mostrou mais eficiente.

Palavras-chave: Acidos organicos. Extracdo. Antocianinas. Jabuticaba. Repolho roxo.






ABSTRACT

This work aims to evaluate the ability of different combinations of hydroalcoholic solutions
associated with organic acids in the extraction of anthocyanins present in the peels of jabuticaba
and in the leaves of purple cabbage. For this purpose, different molar fractions of three binary
liquid solutions (water + methanol), (water + ethanol) and (water + isopropanol) were added
with different amounts of three organic acids (citric acid, adipic acid and nicotinic acid). After
the extraction procedure, the total monomeric anthocyanins were quantified by
spectrophotometric method. With this procedure, it was possible to determine a solvent /
organic acid combination that allowed to maximize the extractive processes of monomeric
anthocyanins present in the matrices studied. The use of organic acids as coadjuvants in the
extraction of anthocyanins proved to be efficient. The solution that had the best ability to extract
anthocyanins from the peels of jabuticaba was water + methanol with 0.1 mol.kg™ of citric acid.
For the leaves of the purple cabbage the solution formed by water + methanol and 0.1 mol.kg™?
of adipic acid was more efficient.

Keywords: Organic acids. Extraction. Anthocyanins. Jabuticaba. Purple cabbage.
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1 INTRODUCAO

A qualidade de produtos alimenticios e o seu apelo visual esta diretamente relacionado
a cor (REYES; CISNEROS-ZEVALLOS, 2007). Entre a textura, o valor nutricional e a cor,
essa Ultima se destaca como um dos mais importantes atributos sensoriais de um alimento
(SAYAR; OZDEMIR, 1998). Desta forma, admite-se que a qualidade e a quantidade de
pigmentos presentes em um produto alimenticio sdo essenciais na sua aceitacdo comercial
(MORAIS et al., 2002).

Inicialmente, corantes artificiais vinham satisfazendo as necessidades das industrias
alimenticias. Contudo, a substituicdo por corantes naturais tem sido fortemente defendida,
sobretudo pela consciéncia dos consumidores, que cada vez mais buscam produtos que
proporcionem efeito positivo sobre a saide humana (BARROS; STRINGHETA, 2006). Apesar
dos corantes sintéticos apresentarem menor custo de producdo, maior estabilidade além de
maior capacidade tintorial, um ponto a ser levado em consideracdo, é que o uso de aditivos
sintéticos pela industria de alimentos tem diminuido (FRANCIS; MARKAKIS, 1989).

No Brasil, em 1987, foi proibida a utilizacdo de alguns corantes sintéticos, entre eles, o
Amarelo Acido, Azul de Indatreno, Vermelho Sélido E, Escarlate GN e Laranja GCN, restando
permitido apenas o uso dos corantes Amarelo Crepusculo, Azul Brilhante FCF, Bordeaux S ou
Amaranto, Eritrosina, Indigotina, Ponceau 4R, Tartrazina e Vermelho 40. Com base nesta
proibicdo, a industria de alimentos tem recorrido a uma série de pigmentos naturais de origem
vegetal e animal (LOPES et al., 2007).

As antocianinas sdo consideradas os principais pigmentos naturais responsaveis pela
coloracdo vermelha, azul e roxa de flores e frutos. As cores desenvolvidas, dependem, entre
outros fatores, do pH do meio e da temperatura (TERCI, 2004).

Além de serem fontes naturais de corantes, as antocianinas contribuem com a
eliminacdo de radicais livres que se formam durante os processos celulares e que sao
responsaveis pelo envelhecimento precoce dos tecidos. O organismo humano produz
antioxidantes para combater os radicais livres, porém, a exposi¢do a poluentes, alimentacdo
desequilibrada e excessiva, consumo de tabaco, bebidas alcodlicas e gorduras, faz com que a
producdo de radicais livres seja superior a quantidade que o organismo consegue eliminar
(DOWNHAM; COLLINS, 2000; HASLER, 2000; LAJOLO, 2002).

Falcdo (2003) cita diversos trabalhos que indicam que esses pigmentos apresentam
atividade anticarcinogénica, antioxidante e antiviral e essas propriedades sdo associadas aos

alimentos que as contém. Como por exemplo os derivados da uva, principalmente o suco e 0



24

vinho que sdo comumente relatados como benéficos a saude pelo poder antioxidante
proporcionado. Uma alternativa para 0 aumento do consumo de antioxidantes seria a
incorporacdo de componentes com fungdo antioxidante nos alimentos industrializados.

As antocianinas pertencem a familia dos flavondides, compostos fendlicos
caracterizados pelo nucleo béasico flavilio (cation 2-fenilbenzopirilio) que consiste de dois anéis
aromaticos unidos por uma unidade de trés carbonos e condensados por um oxigénio. A
molécula de antocianina € constituida por duas ou trés porc¢des, uma aglicona (antocianidina),
um grupo de acucares e, frequentemente, um grupo de acidos organicos (FRANCIS;
MARKAKIS, 1989).

A solubilidade em agua ocorre devido as antocianinas serem moléculas polares,
possuindo assim, grupos substituintes polares (hidroxilas, carboxilas e metoxilas) e glicosilas
residuais ligados aos seus anéis aromaticos. Mas dependendo das condi¢bes do meio, as
antocianinas podem ser solUveis em éter. Essas caracteristicas sdo importantes para a extracao
e separagéo das antocianinas (VALDUGA et al., 2008).

Das fontes naturais de corantes ja pesquisadas, o repolho roxo (Brassica oleracea) é
rico em antocianinas. Segundo Nakatani et al. (1987) e lkeda et al. (1987) mais de 15 tipos de
antocianinas estdo presentes neste vegetal. De acordo com Bridle; Timberlake (1997) e
Chigurupati et al. (2002) a acilagdo nos pigmentos do repolho roxo aumenta a estabilidade das
antocianinas proporcionando uma qualidade superior na coloragéo.

No Brasil outra fonte promissora € a jabuticaba (Myrciaria cauliflora) que parece com
a uva na aparéncia e textura, embora a sua casca seja mais espessa € mais resistente. Esta fruta
tem a cor da casca roxo escuro a quase preto, devido a um elevado teor de antocianinas (TERCI,
2004).

A escolha das duas matérias-primas utilizadas foi baseada nas suas disponibilidades na
época do ano, por apresentarem compostos antocianicos estaveis e possuirem vantagem
comercial pelo fécil acesso na regido oeste de SC e além disso baixo custo.

Os processos de separacdo e purificagdo das antocianinas dependem da maximizacgao
das quantidades envolvidas e da compreenséo da interagdo entre antocianina e solvente,
também sdo influenciados pela natureza quimica, pelo método de extracdo empregado, tamanho
da particula, tempo e condi¢6es de armazenamento, a presenca de substancias interferentes e a
solubilidade desses compostos dependem do tipo de solvente utilizado bem como a interacdo
dos fendlicos com outros constituintes alimentares (NACZK; SHAHIDI, 2004).

O metodo de extragdo mais utilizado na obtencdo de antocianinas de frutas e hortaligas

é por meio de solventes organicos (SILVA, 2011). A escolha de um método para extrair
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antocianinas vai depender, além do propdsito da extracdo, da natureza dos constituintes das
moléculas de antocianinas (JACKMAN; SMITH, 1996), sendo igualmente importante que tais
métodos ndo sejam complexos, demorados ou de alto custo. As antocianinas sdo geralmente
muito sollveis em solventes polares e, portanto, sdo facilmente extraidas utilizando agua,
metanol e etanol.

Geralmente, a extragdo € realizada utilizando acidos redutores, para prevenir a oxidacdo
destes pigmentos (LEE; HONG, 1992). Concomitantemente com o0s solventes alcodlicos,
segundo Favaro (2008) o uso de &cidos favorece a extracdo, pois auxilia na penetracdo do
solvente nos tecidos das frutas e vegetais, além de aumentar a estabilidade dos extratos por
dificultar o aparecimento de fungos que degradam as antocianinas.

O meio acido também faz com que as antocianinas se encontrem predominantemente
na forma de cation flavilium, o qual apresenta coloracdo vermelha em solugdo aquosa
(REVILLA et al., 1998). O fato de o cétion flavilico ser estavel em meio &cido torna indicavel
a utilizacao de solventes contendo &cidos organicos ou minerais na extracdo de antocianinas de
frutas (CIPRIANO, 2011).

Em virtude do apresentado, fica evidente a importancia das antocianinas bem como a
determinacéo de processos para maximizar a extracao deste pigmento. Neste sentido, o presente
trabalho visa estudar a capacidade de solucgdes, envolvendo agua e trés diferentes alcoois na
presenca de diferentes concentragdes de acidos organicos, na extracao de antocianinas presentes

nas cascas da jabuticaba e nas folhas do repolho roxo.



26



27

2 OBJETIVOS

A seguir estdo dispostos 0s objetivos para a realizacdo deste trabalho.

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter extratos ricos nos pigmentos antocianicos a partir das cascas da jabuticaba

(Myrciaria cauliflora) e das folhas do repolho roxo (Brassica oleracea).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a quantidade total de antocianinas monoméricas presentes nos extratos
obtidos.

Avaliar a capacidade de extracdo de diferentes solventes, puros e em solucgdes binarias;

Investigar diferentes acidos organicos combinados com diferentes solventes na extracao
de antocianinas.

Avaliar diferentes concentragfes de &cidos organicos na extracdo de antocianinas.

Determinar a concentracdo de &cidos organicos e a combinagdo 6tima com solventes

para obter uma maior quantidade total de antocianinas monomeéricas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

A seguir esta apresentado de forma sucinta, a fundamentacéo teorica necessaria para o

desenvolvimento do trabalho. Além disso, encontra-se descrita a metodologia utilizada.

3.1 MATERIAS PRIMAS

Na sequéncia estdo citadas e comentadas as matérias primas que foram utilizadas no

presente experimento.

3.1.1 Jabuticaba (Myrciaria cauliflora)

Nativa do Brasil, a Jabuticabeira é conhecida desde o periodo do descobrimento. Sua
fruta foi chamada pelos Tupis de Iapoti’kaba, que quer dizer “fruta em botdo”, numa referéncia
a sua forma arredondada (CIPRIANO, 2011). Frutifera pertencente a familia Myrtaceae,
floresce na primavera e no verao, produzindo grandes quantidades de frutos, os quais crescem
em aglomerados no tronco e ramos (LIMA et al., 2008).

A espécie é encontrada de norte a sul do pais, desde o Par4 até o Rio Grande do Sul,
mas € na regido sudeste do pais que tem maior ocorréncia e produtividade. Tradicionalmente é
cultivada como planta de fundo de quintal em pomares domésticos, sendo sua comercializacdo
mais frequente em feiras de produtos coloniais (SILVA, 2012).

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora), embora popular em todo o pais, ndo chega a ter um
alto valor comercial, por ser muito perecivel, porém, tem sua venda assegurada. Apesar de ser
grande a producdo de uma unica arvore, depois de colhida, a fruta tem uma vida Gtil de até trés
dias, 0 que prejudica a sua comercializacdo. Em virtude disto e entre outros aspectos, empresas
nacionais estdo comercializando a polpa da jabuticaba nas formas congelada e em embalagens
assépticas, o que implica na geracdo de uma grande quantidade de residuos de suas cascas
(SILVA, 2012).

Os frutos da jabuticabeira sao classificados como baga, tem forma redonda ou
arredondada, e, quando maduros, sua casca apresenta colora¢fes roxa-escura ou preta. A polpa
do fruto ¢ branca, com leve acidez, doce e saborosa, com numero de sementes podendo variar
de uma a quatro (SASSO, 2009).

A jabuticaba é um fruto climatérico bastante interessante do ponto de vista nutricional,

pois apresenta boa quantidade de niacina, ferro e antocianinas em sua composicao. E rica em
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compostos fendlicos, apresentando aproximadamente 3,14 mg.gl de fruto, porém esses
pigmentos naturais estdo presentes apenas na casca da fruta (TERCI, 2004).

3.1.2 Repolho Roxo (Brassica oleracea)

O repolho (Brassica oleraceae var. capitata) € uma planta herbécea, folhosa, com
grande versatilidade, ndo somente pelo seu valor nutritivo, sobretudo célcio proteina e vitamina
C (LEDO et al.,2000), mas também pelo seu carater social por ser uma cultura em que se utiliza
muita mdo-de-obra, sendo cultivada essencialmente por pequenos agricultores (FILGUEIRA,
2000).

Existem duas espécies de repolho, o repolho liso (B. oleracea L. var. capitata L.), de
maior expressdo comercial no Brasil, e o repolho crespo (B. oleracea L var. sabauda Martens).
Sé&o classificados segundo a forma (achatada e pontuda) e a cor da cabeca (verde ou branca e
roxa) (ALMEIDA et al., 2015).

O repolho roxo (Brassica oleracea) é uma hortalica de cabeca, formada por folhas
espessas, cerosas, conchoidais e imbricadas numa sobreposicdo de folhas. Destaca-se como
fonte de vitamina C, mas também fornece vitaminas B1, B2, E e K, além de sais minerais,
sobretudo calcio e fésforo (SILVA et al., 2007).

O repolho é uma hortalica com importancia econdmica relevante no estado de Santa
Catarina por apresentar a melhor distribuicdo de producéo, e por ser cultivada em todas as
regides do estado. A variedade roxa possui uma alta concentracdo de antocianinas, em média
1,75 mg.g* de repolho roxo, sendo uma fonte com alto potencial para uso industrial (LOPES
et al, 2007).

3.2 ANTOCIANINAS

As antocianinas pertencem a familia dos flavonoides, compostos polifendlicos cujas
propriedades bioldgicas vém sendo extensamente descritas na literatura. Apesar da abundéancia
de antocianinas na natureza, padrdes comerciais sdo escassos e apresentam custo elevado
(CAMPQS, 2006).

As antocianinas compreendem o maior grupo de pigmentos sollveis em &gua do reino
vegetal e sdo especialmente caracteristicas das angiospermas ou plantas com flores, que

proporcionam a nossa principal fonte de producdo de alimentos. Em plantas alimenticias, as
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antocianinas s&o comuns em aproximadamente 27 familias, 73 géneros e uma infinidade de
espécies (BRIDLE; TIMBERLAKE, 1997).

Segundo Schwartz et al. (2010) as antocianinas sdo responsaveis por diversas cores nas
plantas, como azul, roxo, violeta, magenta, vermelho e laranja. A palavra antocianina deriva do
grego: anthos (flor) e kyanos (azul).

Uma das principais fungdes das antocianinas em flores e frutas é o poder de atrair
agentes polinizadores e dispersores de sementes, além de proteger diversos tecidos da planta de
processos oxidativos, durante diversas etapas de seu ciclo vegetativo, principalmente em fases
iniciais de seu crescimento (EIBOND et al., 2004).

As antocianinas sdo glicosidios de antocianidinas, polihidroxi e polimetoxi derivados
de 2-fenilbenzopirilium ou cétion flavilium, cuja estrutura esta representada na Figura 1
(PROVENZI, 2006).

Figura 1 - Estrutura do céation flavilico

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.

Essa classe de compostos ocorre naturalmente na forma heteroglicosidica, contendo
duas ou trés por¢des, uma aglicona (antocianidina), um grupo de acucares e, frequentemente,
um grupo de acidos organicos (CIPRIANO, 2011).

Aproximadamente 22 agliconas sdo conhecidas, das quais 18 ocorrem naturalmente e
apenas seis (pelargoidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvinidina) sédo
importantes em alimentos (FRANCIS, 2000). Segundo Alves (2011), pelargoidinas sé&o
responsaveis pela coloracéo laranja, salméo, rosa e vermelho, enquanto que as cianidinas pela
coloracdo vermelha e azulada e as delfinidinas pela parpura. Na Tabela 1 sdo apresentados

alguns exemplos de antocianinas frequentemente encontradas em frutas.
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Tabela 1 - Antocianinas encontradas em frutas

Antocianinas Fonte
pelargonidina morango
cianidina amora, ameixa, jamboldo, uva, macgé
peonidina jabuticaba, uva, ameixa
petunidina uva
malvinidina uva

Fonte: TERCI, 2004.

A distribuicdo das seis mais comuns antocianidinas em diferentes partes de frutas e
vegetais é: cianidina — 50 %, delfinidina — 12 %, pelargonidina — 12 %, peonidina — 12 %,
petunidina — 7 % e malvinidina — 7 %. Os derivados glicosidicos mais frequentes na natureza
sdo 3-monosideos, 3-biosideos, 3,5- e 3,7-diglicosideos. A presenca dos derivados 3-glicosideo
é 2,5 vezes mais frequente que os derivados 3,5-diglicosideos e, por conseguinte, a antocianina
mais comum ¢é a cianidina-3-glicosideo (KONG et al., 2003).

As antocianinas pertencem ao grupo dos flavondides devido a sua caracteristica de
esqueleto carbonico CeC3Ce¢ (SCHWARTZ et al., 2010). S&o derivadas das antocianidinas,
sendo que estas, ndo possuem grupos glicosideos e a maioria é hidroxilada nas posi¢des 3, 5 e
7. Ja nas antocianinas, uma ou mais destas hidroxilas estdo ligadas a acUcares, sendo 0s mais
comuns: glicose, xilose, arabinose, ramnose, galactose ou dissacarideos constituidos por esses
acucares, aos quais podem estar ligados a acidos fendlicos como: p-counario, cafeico, fenilico
e vanilico. O aglcar presente nas moléculas de antocianinas confere maior solubilidade e
estabilidade a estes pigmentos, se comparados com as antocianidinas (MARCO et al., 2008).

Diferentes grupos R e R’ ligados nas posi¢Oes 3, 5 e 7 e agtcares, assim como também
os &cidos ligados a eles, € que vao dar origem aos diferentes tipos de antocianinas encontradas
em frutas (TERCI, 2004). Segundo Hentz (2015), a coloragdo das solucdes de antocianinas
sofre influéncia do numero de hidroxilas, grupos metoxilas e glicélicos presentes na estrutura.
Entdo, quanto maior for o nUmero de metoxilas, mais intensa sera a cor vermelha; enquanto que
mais hidroxilas e grupos glicélicos intensificam a cor azul.

Outros fatores também podem influenciar na coloracdo das solugbes de antocianinas,
tais como: presenca de pequenas quantidades de outros pigmentos, quelacdo com metais, pH
do fluido da célula vegetal e copigmentacdo com outros flavonodides (HENTZ, 2015).

O principal mecanismo de estabilizagdo das antocianinas em solucdo é a copigmentacéo,

que pode envolver interagdes inter ou intramoleculares (MALIEN et al., 2001). As interacoes
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intermoleculares podem ocorrer por associacdo de duas ou mais moléculas de antocianina,
envolvendo ou ndo um ion metalico. Também podem ocorrer por associagdo com outros
compostos fendlicos, proteinas, acucares, acidos nucleicos, &cidos organicos e minerais,
aminoéacidos, alcaloides e outros flavonoides. Todos esses fatores levam a uma protecdo efetiva
contra o ataque nucleofilico pela dgua, principalmente nas posi¢des 2 e 4, sendo confirmada
por espectros de RMN-H (FAVARO, 2008).

Dentro de cada grupo ha muitos compostos diferentes, e sua cor depende da presenca e
do namero de substituintes ligados a molécula (DAMODARAN et al., 2010). A Figura 2
apresenta as transformacdes estruturais das antocianinas em solucdo, com a mudanca do pH do

meio.

Figura 2 - Estruturas moleculares encontradas em solugdo aquosa com diferentes valores de pH.

Cation flavilium (AH+) A) Base quinoidal; B) Carbinol ou pseudobase e C) Chalcona
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Fonte: Elaborada pela autora, 2019.

As antocianinas sdo consideradas como potenciais substitutos para os corantes
sintéticos, devido as suas cores atrativas e, em grande parte, pela sua solubilidade em agua,
caracteristicas que fazem delas pigmentos interessantes para posterior incorporacdo em uma
grande variedade de sistemas alimenticios (BORDIGNON-LUIZ et al. 2007).

No entanto, a estabilidade dessas moléculas pode ser afetada ainda por diversos fatores
além do pH, como a temperatura, sua estrutura quimica, concentracao, luz, oxigénio, solventes,
a presenca de enzimas, outros tipos de flavondides, proteinas e ions metélicos. A maior
estabilidade de uma molécula de antocianina se dara em pH &cido, baixas temperaturas, baixa

concentragdo de oxigénio, auséncia de luz e baixa atividade de agua (SCHWARTZ et al., 2010).
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Devido a alta reatividade, as antocianinas facilmente se degradam, ocasionando a
formacdo de compostos incolores ou de coloragdo marrom e produtos insoliveis (COSTA,
2005).

O pH néo so influencia a cor das antocianinas, mas também a estabilidade delas. A
estrutura basica das antocianinas na forma de céation flavilico (AH+) de cor vermelha é
predominante em um pH inferior a 3; & medida que o pH aumenta o cation perde um proéton e
sofre uma hidratacdo, formando uma pseudobase ou carbinol incolor em pH menor que 6;
aumentando o pH acima de 6, o cation flavilico perde protons, formando a base quinoidal de
cor azul; em pH 12 e 13 o carbinol se transforma por tautomerismo numa chalcona amarelo-
palida (ALVES, 2011).

3.3 SOLVENTES

Um solvente é uma substancia liquida que tem a capacidade de dissolver outras
substancias e de formar com estas uma mistura uniforme a que se d4 o nome de solugdo. A
substancia ou substancias dissolvidas séo designadas por soluto e, na mistura, encontram-se
sempre em menor quantidade.

Diz-se que uma dada substancia liquida tem poder solvente quando as suas moléculas
constituintes tém a capacidade de vencer as forcas de coesdo que unem as moléculas que
constituem o soluto (forcas de Van der Waals, que sdo forcas de natureza electromagnética)
(RUSSEL, 1994).

Como a agua é uma molécula polar com cargas levemente positivas e ligeiramente
negativas, ions e moléculas polares podem se dissolver prontamente nela. As cargas associadas
a essas moléculas formardo ligacdes de hidrogénio com a agua, cercando a particula com
moléculas de agua. Isto é referido como uma esfera de hidratacdo, ou um reservatorio de
hidratacdo, que serve para manter as particulas separadas ou dispersas na agua.

Quando compostos i0nicos sdo adicionados a 4gua, os ions individuais reagem com as
regides polares das moléculas de agua e suas ligagcfes idnicas sdo rompidas no processo de
dissociagdo. A dissociacdo ocorre quando atomos ou grupos de &tomos se desprendem de
moléculas e formam ions (BOBBIO; BOBBIO, 1992).

O metanol, cuja formula molecular ¢ CH3OH, é um liquido incolor, com peso molecular
igual a 32,04 g.mol™, possuindo um odor suave a temperatura ambiente. Desde sua descoberta,
no final do século XVII, o metanol evoluiu para ser uma das matérias primas mais consumidas

na industria quimica. Ja foi também chamado de &lcool de madeira, devido a sua obtencédo
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comercial a partir da destilacdo destrutiva de madeira. Seus principais usos concentram-se na
producéo de formaldeido, metil tert-butil éter - aditivo para gasolina - e como combustivel puro
ou em mistura com gasolina para veiculos leves (PEREIRA; ANDRADE, 1998). A Tabela 2
apresenta os valores de duas propriedades importantes dos solventes utilizados no presente

estudo.

Tabela 2 - Propriedades dos solventes

Solvente Constante dielétrica (20 °C)? Momento dipolar?
agua 80,10 1,85
metanol 33,00 1,70
etanol 25,30 1,69
isopropanol 20,18 1,58

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. # LIDE, 1996.

O etanol, cuja formula molecular ¢ CH3CH,OH, é um liquido incolor com peso
molecular 46,07 g.mol™, o qual tem sido descrito como um dos mais peculiares compostos
organicos contendo oxigénio, dado sua combinacédo de propriedades como solvente, germicida,
anti-congelante, combustivel, depressivo, componente de bebidas, além de grande versatilidade
como intermediério quimico para outros produtos. Sob condic¢Ges ordinarias, € um liquido
incolor e claro, volatil, inflaméavel, possuindo um odor agradavel e caracteristico. Suas
propriedades fisicas e quimicas dependem primeiramente do grupo hidroxila, -OH, o qual
imputa polaridade a molécula, além de promover interacfes intermoleculares via ligacfes de
hidrogénio. Essas duas caracteristicas ocasionam as diferencas observadas entre os alcoois de
baixo peso molecular (incluidos ai o metanol e o etanol) e os respectivos hidrocarbonetos.
Estudos de espectroscopia no infravermelho mostram que, no estado liquido, as ligacdes de
hidrogénio sdo formadas pela atracdo do hidrogénio da hidroxila de uma molécula pelo
oxigénio da hidroxila da outra molécula. Tal efeito de associacdo faz com que o etanol no estado
liquido se comporte como um dimero (PEREIRA; ANDRADE, 1998).

O Isopropanol possui formula C3sHgO sendo um liquido incolor com peso molecular
60,10 g.mol™. Esse alcool contém uma porcentagem de dgua de menos de 1%. Isso se da ja que
sua cadeia maior permite que ele tenha menos afinidade com a agua tornando assim a sua
separagdo da agua mais facil. Em seu aspecto ele ndo difere da maioria dos alcodis de cadeia
relativamente curta, sendo um liquido incolor com odor caracteristico de alcool e altamente
inflamavel. Os cuidados no seu manuseio e estocagem sdo os mesmos que etanol e metanol. E

um solvente muito bom para compostos organicos, incluindo organoclorados. Devido a essa
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caracteristica, ele € muito utilizado na industria de tintas, vernizes e removedores. Uma
caracteristica muito importante desse alcool é que, diferente do etanol e metanol, é possivel
retira-lo de uma solucéo aquosa através de uma técnica chamada salting out. Por ter uma cadeia
carbbnica maior que os outros dois alcodis, ele tem uma afinidade menor com compostos
polares. Adicionando qualquer sal inorgénico, como cloreto de sodio por exemplo, aumenta-se
a polaridade da parte aquosa fazendo com que o isopropanol saia dessa fase e possa ser separado
por um funil de decantacdo (GOMES, 2016).

3.4 ACIDOS ORGANICOS

Os &cidos organicos sdo amplamente usados na inddstria de alimentos como aditivos.
Como agentes de processamento, sdo adicionados para controlar a alcalinidade de muitos
produtos podendo agir como tampdes ou simplesmente como agentes neutralizantes. Como
conservantes, podem atuar desde agentes antimicrobianos até antioxidantes.

O écido citrico ou citrato de hidrogénio, de nome oficial acido 2-hidroxil,2,3-
propanotricarboxilico, € um &cido organico fraco, que pode ser encontrado nos citrinos. E um
acido organico tricarboxilico presente na maioria das frutas, sobretudo em citricos como o liméo
e a laranja. Sua formula quimica é CsHgO+. Para emprego industrial, o &cido citrico é fabricado
pela fermentacdo aerdbica do agUcar bruto (sacarose) ou agucar de milho (dextrose) por uma
casta especial de Aspergillus niger. A acidez do acido citrico € devida aos trés grupos carboxilas
-COOH que podem perder um proton em solugbes. Como consequéncia forma-se um ion
citrato. Os citratos sdo bons controladores de pH de solugfes acidas. Seu maior emprego € como
acidulante em bebidas carbonatadas e alimentos. No campo médico, é empregado na fabricacao
de citratos e de sais efervescentes (SHREVE; BRINK, 1980).

O éacido adipico é um &cido dicarboxilico, saturado, de cadeia normal, que apresenta
férmula molecular CsH1004, 0s estudos a respeito deste &cido sdo de grande importancia e tém
crescido consideravelmente devido a sua aplicabilidade nas industrias de alimentos,
farmacoldgica e principalmente na indastria quimica. Apesar de seu uso nas industrias
farmacologicas e sua aprovagdo como aditivo alimentar (INS355), a aplicacdo mais importante
do acido adipico é a producdo do sal nylon um mondmero do nylon, polimero de condensacéo
descoberto por Wallace Carothers em 1935 (SNYDER, 1995). Tem efeito acidulante e
flavorizante, ou seja, € capaz de tornar o sabor de alimentos e bebidas mais &cidos e disfarcar

sabores indesejaveis oferecidos por outros componentes, por isso é aplicado a producdo de
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refrigerantes de frutas, queijos, marmeladas, p6s para alimentos e como indutor da formacdao de
géis que se assemelham com gelatinas e geleias.

O éacido nicotinico ou niacina, antigamente designada como B3 (terceira vitamina do
complexo B a ser identificada), € uma vitamina hidrossolivel pertencente ao grupo das
vitaminas do complexo B. Sua sintese em humanos € insuficiente para suprir as necessidades
metabdlicas e, portanto, sua ingestao diaria é fundamental. Além disso, a niacina, dependendo
da dosagem, apresenta efeito farmacoldgico. Desta forma, a niacina tem dupla identidade: a
primeira como vitamina e a segunda como farmaco (KARPE; FRAYN, 2004). Existe evidéncia
que atue sobre receptores especificos diminuindo a liberacdo de acidos graxos do tecido
adiposo. A niacina reduz os niveis de triglicérides (20-50%) e de LDL colesterol (5-25%), além
de ser uma das drogas hipolipemiantes que mais aumenta o HDL colesterol (15-35%)
(SANTOS et al., 2001).

3.5 METODOS DE QUANTIFICACAO

Ha diversos métodos descritos na literatura para quantificar antocianinas (totais ou
individuais), dentre os quais se destacam aqueles que envolvem: polarografia, colorimetria,
espectrofotometria, cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(FAVARO, 2008; TERCI, 2004).

O método do pH diferencial vem sendo amplamente utilizado para a quantificacdo de
antocianinas. A proposta de Fuleki e Francis (1968) que fundamenta o método do pH diferencial
esta baseada na obtencdo de espectros das solugdes em dois valores de pH, visto que com a
alteracdo do pH, observam-se transformagdes nas estruturas das antocianinas e,
consequentemente, nas cores das solu¢bes onde estdo contidas (SILVA et al., 2014). As leituras
sdo feitas em dois comprimentos de onda, 510 nm, onde a absor¢do é maxima e 700 nm, que
serve para corrigir eventuais espalhamentos de luz causados por particulas em suspensao, que
de acordo com Fuleki e Francis (1968), podem estar presentes em extratos de frutas.

Vale destacar que dados de composicdo de extratos antocianicos de frutas ndo séo
triviais, j& que, para uma mesma espécie vegetal, os tipos e propor¢bes de antocianinas
presentes podem variar em funcdo de varios fatores como o clima, época da colheita e
caracteristica do solo (CAMPQS, 2006). Neste contexto, 0 método do pH diferencial para a
quantificacdo de antocianinas totais representa uma das op¢Bes mais simples e vantajosas além

de ser um método relativamente acessivel e ndo apresentar alto custo.
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4 MATERIAIS E METODOS

Na presente secdo sdo apresentados todos os materiais e metodologias aplicadas no

desenvolvimento deste trabalho.

4.1 MATERIAIS

Os materiais usados no experimento estdo citados abaixo.

4.1.1 Vidrarias

As vidrarias utilizadas na elaboracdo deste trabalho estdo descritas a seguir:
balGes volumétricos de 10 ml;
balGes volumétricos de 25 ml,;
bastdes de vidro;

béqueres de 50 ml;

béqueres de 100 ml;

béqueres de 250 ml;

células encamisadas de 150 ml;
kitassato de 500 ml;

funis;

vidros de reldgio;

cubetas de quartzo quadrada 3,5 mL, caminho 6timo de 10 mm;

4.1.1.1 Outros Materiais

Outros materiais que também foram utilizados para a realizacdo do trabalho estdo

descritos a sequir:

barras magnéticas;

garras metalicas;

mangueiras de silicone;

papel filtro 90 mm de didmetro e gramatura de 250 g.m;

pipetas de pasteur de plastico;
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e rolhas de silicone;

e suportes universal,

4.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados no trabalho séo apresentados na Tabela 3, sendo que a agua

utilizada tanto como solvente como para preparo de solugdes, foi deionizada.

Tabela 3 - Fonte e pureza dos reagentes utilizados

Componentes Origem Fracdo Massica*
agua laboratdrio -

etanol Dinamica >99,5%
metanol Dinamica >99,8%
isopropanol Dinamica >99,5%
acido citrico Sigma Aldrich >99,5%
acido adipico Sigma Aldrich >99,5%
acido nicotinico Sigma Aldrich >99,5%
cloreto de potassio Biotec >99,5%
acetato de sédio Synth >08,0%
acido cloridrico Biotec >37,0 %
acido acético Synth >99,7%

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
*Atestado pelo fornecedor

4.1.3 Equipamentos

Todos os equipamentos utilizados durante o decorrer deste trabalho sdo pertencentes ao
Laboratério ApTher — Termofisica Aplicada, e estdo apresentados logo abaixo:

e agitadores magnéticos modelo MS-PB, marca LAB 1000;

e banho ultra termostatico modelo SL 152, marca SOLAB;

e estufa com circulagéo de ar;

e agitador eletromagnético para peneiras, BERTEL;

e peneiras de 16 mesh;

e processador de alimentos convencional,

e espectrofotdmetro visivel modelo GENESYS™ 30, marca Thermo Scientific;

e balanca semi analitica modelo AD2000-R, marca Marte Cientifica;

e medidor de pH mpA 210;
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4.2 METODOS

A descricdo dos métodos e as preparacdes pertinentes estdo descritas nos topicos

seguintes.

4.2.1 Material Vegetal

Os frutos de Jabuticaba (Myrciaria cauliflora) foram obtidos entre os meses de outubro
e novembro de 2017, de diferentes produtores localizados na regido oeste do estado de Santa
Catarina. O repolho roxo (Brassica oleracea) foi adquirido no mercado da cidade de
Pinhalzinho-SC durante o mesmo periodo.

Ap0s a aquisicdo as matérias-primas foram higienizadas, as folhas do repolho-roxo
separadas e as jabuticabas despolpadas. Em seguida, o material foi seco, separadamente, em
estufa com circulagéo de ar por um periodo ndo inferior a 48 horas a uma temperatura de 45 °C.

O material seco foi triturado em um processador de alimentos, separado em particulas
menores que 16 mesh (1,19 mm) e acondicionado em por¢oes de 2,5 gramas em embalagens
seladas a vacuo e refrigerados a temperatura média de -6 °C em congelador até a realizacdo da

extracéo.

4.2.2 Preparo das solugdes liquidas binarias combinadas com os &cidos organicos

Foram utilizados como solventes agua, etanol, metanol e isopropanol puros e as
solucgdes liquidas binarias dgua + etanol, agua + metanol e &gua + isopropanol nas fracGes
molares de 50%. Todos os solventes foram estudados na auséncia de acidos organicos e em
seguida na presenca de &cido citrico e acido adipico nas concentragdes de 0,1, 0,5 e 1,0 mol.kg™?
e é4cido nicotinico nas concentrages de 0,01, 0,03 e 0,06 mol.kg?, conforme a Figura 3,
totalizando 108 pontos experimentais para cada matéria-prima.

Fixando-se a fragdo molar do componente de interesse e assumindo uma massa total da
solugdo liquida binaria a ser preparada calcula-se as quantidades individuais de cada
componente no preparo da solu¢do. Em seguida realizou-se a leitura do pH de cada solucgéo

para entdo dar inicio a extracao.
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Figura 3 - Fluxograma com combinacdes e concentracdes de solventes com acidos organicos

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

4.2.3 Extragao

A técnica de extracdo empregada para obtencdo de extratos de produtos naturais
influencia diretamente em sua qualidade e em sua composi¢do final. O procedimento de
extracdo é determinado por um conjunto de diversos fatores, mas principalmente, pela familia
de compostos a ser extraida e se 0 objetivo € quantitativo ou qualitativo. Os métodos de extracéo
dependem de fendmenos de difusdo, logo, a renovagdo do solvente e a agitagdo sdo importantes
para a eficcia e duracdo do processo (OLIVEIRA, 2010).

Apos a leitura do pH, as solugdes foram transferidas para células encamisadas (Figura
4), onde a extragdo foi realizada com procedimento conduzido em batelada agitada
magneticamente e com temperatura controlada por um banho termostatico. Em cada extracdo

foi utilizada uma relacdo massica de solvente para sélido de 60:1, visando uma maior extracéo.
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Figura 4 - Células encamisadas

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.

A extracdo foi conduzida por um periodo de 3 horas a temperatura de 25 °C. Em seguida
filtrou-se a solucdo em papel filtro de 90 mm de diametro e gramatura de 250 g.m, com auxilio
de uma bomba a vacuo (Figura 5).

Figura 5 - Filtragdo com bomba a vacuo

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.

4.2.4 Determinacdo da quantidade total de antocianinas monomeéricas (TMA)

A quantidade total de antocianinas monoméricas (TMA) foi determinada por
procedimento espectrofotométrico usando o método de pH diferencial (GIUST, 2001). O
método é baseado na transformacdo estrutural da antocianina como uma fungéo do pH em duas
solucBes tampéo: cloreto de potéssio, pH 1,0 e acetato de sodio pH 4,5. De acordo com o0 método
a diferenca em absorbancia das solucbes de pH 1,0 e 4,5 é diretamente proporcional a
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concentracdo de TMA. Apos a diluicdo do extrato antocianico (4:10) as solugdes contendo
antocianinas sao transferidas para bal6es volumétricos onde seus volumes sdo completados com
as respectivas solucdes tampdo. A absorbancia das amostras tamponadas nos dois diferentes
pHs sdo determinadas nos comprimentos de 510 nm e 700 nm.

A quantidade total de antocianinas monoméricas é calculada como mg/L de cianidina-
3-glucosideo conforme representado pela Equagéo (1).

([(Asm - A700)pH 1,0 — (A510 - A700)pH 4,5] "MW - DF - 1000)

TMA = )

ey

Na equagcéo (1) MW representa a massa molar da cianidina-3-glucosidio (449,2 g.mol 1),
DF é o fator de diluicdo da amostra, ¢ € o coeficiente de extincdo molar da cianidina-3-
glucosidio (26900 L.mol*.cm™), 1000 representa a conversdo de g para mg, 1 é o caminho da
onda na cubeta em cm. As determinagdes foram realizadas utilizando um espectrofotdmetro
visivel Thermo Scientific GENESYS™ 30,

4.2.5 Determinacao das incertezas

As incertezas das grandezas calculadas a partir de dados experimentais podem ser
determinadas utilizando-se propagacao de incerteza. A propagacao de incerteza é expressa pela
Equacdo genérica (2) que relaciona uma grandeza de saida F as grandezas das medidas
experimentais de entrada x, y, w, z... (PUGH; WINSLOW, 1966).

F=F (xyw,z..) (2)
Assumindo que a correlacdo entre as n grandezas de entrada pode ser desprezada e que

0 modelo matematico expresso na Equacgéo (2) é aproximadamente linear na regido de interesse,

é possivel estimar a incerteza da grandeza de saida pela lei de propagacéo atraves da Equacgéo

(3).

[( )de +( )2531 +( )25W +( )25Z+ ]% (3)
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Para 0 caso das antocianinas monoméricas totais relacionando a Equacdo (1) com a

Equacdo (3) temos a grandeza a ser calculada:

F=TMA;

E as grandezas das medidas experimentais:

x = AsioempH 1,0;
y = Ao em pH 1,0;
w = Asqg €m pH 4,5;
z = Az empH4.5;

Conhecendo a incerteza (8) das leituras de absorbancia do espectrofotémetro (atestado
pelo fabricante +0,002) e realizando os calculos obtém-se a incerteza experimental de
+0,67 mg.L™.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
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Na presente secdo estdo apresentados os resultados obtidos neste trabalho e suas

respectivas consideracoes.

5.1 JABUTICABA

A seguir sdo apresentados os resultados e suas consideracdes desenvolvidos neste

trabalho com a jabuticaba.

5.1.1 Componentes Puros e soluges liquidas binarias

No presente estudo de acordo com a Figura 6 (a), entre os componentes puros utilizados

para extracdo de TMA das cascas da jabuticaba o metanol obteve a maior concentracao extraida,
sendo 123,9% mais efetivo que a agua, 202,6% do que o etanol e 945,5% do que o isopropanol.
Todos os valores para as concentracdes de TMA obtidos neste trabalho estdo disponiveis nos

apéndices A e B.

Figura 6 - Concentracdo de antocianinas monomeéricas totais, extraidas das cascas da jabuticaba,

com componentes puros e com solucdes liquidas binarias

35 35
() (b)
30 30
25 25
4 5
EZO \8/120
< <
15 15
: :
10 10
5 5

0 L.

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
(a) componentes puros : ® agua; ® metanol; @ etanol;

isopropanol; (b) solucdes binérias:

@ 4gua + metanol; @ 4gua + etanol; ® agua + isopropanol.
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Para soluges liquidas binarias, conforme a Figura 6 (b), a solucdo agua + metanol
alcangou a maior concentracdo de TMA na jabuticaba, sendo 21,5% mais efetivo do que &gua +
etanol e 107,2% do que agua + isopropanol. Pode-se observar também que a solugdo agua +
metanol extraiu mais antocianinas monoméricas totais do que o metanol puro, sendo esse
aumento de 20,5%. O mesmo acontece para agua + etanol que foi 200,3% mais efetivo do que
etanol puro e para agua + isopropanol que foi 508,2% mais efetivo do que isopropanol puro.

Hentz (2015) encontrou para jabuticaba teores de antocianinas totais de 137, 169 e
435 mg/100 gss, utilizando agua, etanol e metanol respectivamente, enquanto neste trabalho, os
resultados obtidos foram 68,34, 192,59 e 63,89 mg/100gss, utilizando os mesmos solventes.
Comparando os valores apresentados, no presente trabalho houve um aumento de 13,9%
utilizando metanol, para os outros dois solventes os resultados obtidos foram inferiores ao
encontrado na literatura.

Embora muitos autores prefiram utilizar o etanol (CACACE; MAZZA, 2003; FAN et
al.,2008; VALDUGA et al., 2008; DAI et al.,2009; PATIL et al., 2009; KARACABEY;
MAZZA, 2010) ao metanol, assim como no presente trabalho Metivier et al. (1980) também
verificaram que o metanol foi 20% mais efetivo que o etanol e 73% mais eficiente que a agua
na extragdo de antocianinas de casca de uva.

As principais razdes pelas quais muitos autores escolhem o etanol séo pelo fato de ele
ndo ser toxico, por ser de baixo custo e pela alta eficiéncia extratora (FULEKI; FRANCIS,
1968; LAPORNIK et al., 2005). Quando se trata da extracdo de antocianinas para alimentos,
universalmente se utiliza o etanol acidificado (FRANCIS, 1982).

Um dos motivos pelo qual o metanol obteve uma melhor eficiéncia, quando comparado
a agua neste caso, € devido ao mecanismo de atuacdo dos solventes organicos na extragao de
compostos bioativos de vegetais, onde ocorre a desnaturacdo das membranas celulares,
permitindo a solubilizacdo e a extracdo dos pigmentos, e a formacdo de um gradiente de
concentragdo do interior do produto para o meio (FULEKI; FRANCIS, 1968; RODRIGUEZ-
SAONA; WROLSTAD, 2001; CACACE; MAZZA, 2002; CASTANEDA-OVANDO et al.,
2009).

Outro fator a ser levado em consideracdo € a constante dielétrica dos solventes, o qual
determina sua capacidade de separar particulas com diferentes cargas elétricas. Em um solvente
com alta constante dielétrica, como a agua (80,1), a separacdo de um ion positivo do negativo
requer um pequeno trabalho e energia. Entretanto, em um solvente com constante dielétrica
baixa, 0 processo requer mais energia. 1sso explica a baixa concentra¢do de TMA extraidas com

isopropanol puro, devido a sua baixa constante dielétrica 20,18.
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Conforme os valores obtidos na extracdo de TMA utilizando solugdes liquidas binérias
e fazendo uma comparagdo com 0s componentes puros, observa-se que as solugdes liquidas
binarias estudadas neste trabalho foram mais eficientes, visto que a 4gua facilita a separacéo de
diferentes ions devido a sua maior constante dielétrica. Sendo assim, as solucGes liquidas
bindrias sdo uma Otima alternativa para a inddstria de alimentos quando utilizadas como

solventes para extracdo de TMA.
5.1.2 Acido citrico

Os resultados na Figura 7 apresentam as concentragdes de antocianinas monomeéricas
totais, extraidas das cascas da jabuticaba, com componentes puros e com solucgdes binarias na

presenca de 4cido citrico nas concentragdes de 0,1, 0,5 e 1,0 mol.kg™.

Figura 7 - Concentracgdo de antocianinas monomeéricas totais, extraidas das cascas da jabuticaba,
com componentes puros e com solucdes liquidas binarias na presenca de acido citrico
nas concentracdes de 0,1, 0,5 e 1,0 mol.kg™
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Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
® agua; ® metanol; @ etanol; @ isopropanol; ® agua + metanol; ® agua + etanol; ® agua + isopropanol.

Utilizando a 4gua como solvente, observa-se que conforme a concentracdo de acido
citrico aumenta, aumenta também a quantidade de antocianinas monoméricas totais extraidas,
sendo esse aumento de 31,4%, 73,1% e 96,1% para 0,1, 0,5 e 1,0 mol.kg™? respectivamente,
quando comparados a 4gua na auséncia de acido citrico.

Para os solventes puros, metanol, etanol e isopropanol ndo se observa este mesmo

comportamento, porém houve um aumento da quantidade de antocianinas extraida com
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0,1 mol.kg™* de acido citrico quando comparados aos componentes puros na auséncia de acido
citrico, sendo de 28,8%, 37,0% e 465,2% respectivamente para metanol, etanol e isopropanol.

Ao utilizar-se as solugdes liquidas binarias, as maiores quantidades de TMA extraidas
foram observadas na presenca de 0,1 mol.kg™* de 4cido citrico gerando um aumento de 18,8%,
27,1% e 32,9% para agua + metanol, 4gua + etanol e &gua + isopropanol respectivamente,
quando comparados as solugdes na auséncia de acido citrico. Observa-se que utilizando a
concentracio de 1,0 mol.kg™ de acido citrico a quantidade de TMA extraidas foi menor do que
na auséncia de acido citrico para metanol, etanol, &gua + metanol e agua + etanol.

As antocianinas apresentam grande suscetibilidade a alteracfes de pH sendo mais
estaveis em solucdes de pH &cido do que alcalino. Na dissociacdo de acidos, se a concentracao
de ion hidrogénio aumenta o pH diminui. Todos os valores de pH obtidos neste trabalho estdo
disponiveis no apéndice C.

No presente trabalho, os valores de pH nas extra¢Ges realizadas na auséncia de &cido
citrico variaram entre 6,90 e 8,22. Como esperado, a presenca de &cido citrico fez com que 0s
valores de pH baixassem variando entre 1,66 e 3,13. Assim, graus de dissociacao, concentracdes
de espécies ibnicas e moleculares variaram. Resumidamente, em pH entre 1 e 2, o cétion
flavilico predomina, favorecendo o rendimento da extracdo apresentando uma coloracdo
intensamente avermelhada das antocianinas (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Em contrapartida, segundo Todaro et al., 2009 e Mosier et al.,, 2002 elevadas
concentracdes de A&cidos organicos, podem destruir as membranas celulares, dissolver
simultaneamente os fenolicos e as antocianinas. O que explica o decréscimo nos teores de
antocianinas com o aumento da concentracao de &cido organicos estudados neste trabalho, visto
que de modo geral, 0,1 mol.kg™ foi a concentragio que apresentou os melhores resultados para
0s trés cidos estudados.

Os maiores niveis de TMA foram obtidos pelo &cido citrico. Considerando que o &cido
citrico tem uma forte capacidade quelante para as antocianinas, o co-pigmento pode dissolver

as antocianinas e estahiliza-las.

5.1.3 Acido adipico

Os resultados na Figura 8 apresentam as concentragdes de antocianinas monomericas
totais, extraidas das cascas da jabuticaba, com componentes puros e com solucdes liquidas
binarias na presenca de 4cido adipico nas concentragGes de 0,1, 0,5 e 1,0 mol.kg™. Utilizando

a dgua como solvente, observa-se um aumento de 28,7% na presenca de 0,1 mol.kg™ de &cido
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adipico, porém quando aumenta-se a concentracdo de 4cido adipico a quantidade de TMA se
altera muito pouco.

Para os solventes puros, metanol, etanol e isopropanol houve um aumento da quantidade
de TMA extraida com 0,1 mol.kg™ de acido adipico quando comparados aos componentes puros
na auséncia de acido citrico, sendo de 23,1%, 21,9% e 22,7% respectivamente para metanol,
etanol e isopropanol.

Figura 8 - Concentracao de antocianinas monomeéricas totais, extraidas das cascas da jabuticaba,
com componentes puros e com solucdes liquidas binarias na presenca de acido
adipico nas concentragdes de 0,1, 0,5 e 1,0 mol kg™
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Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
® 4gua; ® metanol; @ etanol; @ isopropanol; ® agua + metanol; ® &gua + etanol; ® agua + isopropanol.

Ao utilizar-se as solugdes binarias, as maiores quantidades de antocianinas extraidas
foram observadas na presenca de 0,1 mol.kg™ de acido adipico gerando um aumento de 12,7%,
20,3% e 20,0% para dgua + metanol, dgua + etanol e dgua + isopropanol respectivamente,
quando comparados as solucfes na auséncia de acido adipico. Observa-se que utilizando as
concentragdes 0,5 e 1,0 mol.kg™ de 4cido adipico a quantidade de antocianinas extraidas foi
menor do que na auséncia de acido adipico para os solventes alcoolicos puros e também para
as solugdes binarias.

Fazendo uma comparacéo ilustrativa com Lima et al., (2011) que utilizaram etanol
acidificado com acido cloridrico na extracdo de antocianinas presentes nas cascas da jabuticaba
(Myrciaria cauliflora), obtendo 159 mg/100 gss de antocianinas com este trabalho onde utilizou-
se etanol na presenca de 0,1 mol.kg™ de 4cido adipico obtendo um teor de 77,86 mg/100 gss de

antocianinas. Levando em consideracdo as variaveis envolvidas nas condi¢des de extracdo, a
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diferenca de cultivares e/ou mistura de variedades, da época de colheita, do clima e do solo das
regides produtoras a diferenca nos teores de antocianinas € relevante.

No presente trabalho, a adicdo de &cido adipico na extracdo de antocianinas fez com que
os valores de pH diminuissem quando comparados aos solventes sem adicdo de acidos
organicos, variando entre 2.37 e 4,81, favorecendo assim o rendimento da extracdo devido a
presenca do cétion flavilico que é formado em pH mais baixo (CASTANEDA-OVANDO et
al., 2009). Porém, como citado anteriormente, elevadas concentraces de acidos organicos,
podem destruir as membranas celulares dissolvendo as antocianinas. Também é possivel
observar, através do apéndice C, que conforme a concentragdo de &cido adipico aumenta, 0s
valores de pH pouco se alteram.

5.1.4 Acido nicotinico

Os resultados na Figura 9 apresentam as concentracdes de antocianinas monoméricas
totais, extraidas das cascas jabuticaba, com componentes puros e com solugées liquidas binarias
na presenca de acido nicotinico nas concentragdes 0,01, 0,03 e 0,06 mol.kg™. Utilizando a 4gua
como solvente, observa-se um aumento de 10,1% quando adiciona-se 0,01 mol.kg™ de &cido
nicotinico, porém quando aumenta-se a concentracdo de &cido nicotinico a quantidade de TMA
pouco se altera, sendo que aumentou 5,7% e 1,8% para as concentragdes de 0,03 e 0,06 mol.kg?
respectivamente.

Para os solventes puros, metanol, etanol e isopropanol houve um aumento da quantidade
de TMA extraida com 0,01 mol.kg de acido nicotinico quando comparados aos componentes
puros na auséncia de acido citrico, sendo de 27,5%, 25,5% e 8,1% respectivamente para
metanol, etanol e isopropanol.

Ao utilizar-se as solucdes binarias, as maiores quantidades de TMA extraidas foram
observadas com adicdo de 0,01 mol.kg? de 4cido nicotinico gerando um aumento de 16,9%,
18,4% e 24,9% para 4gua + metanol, 4gua + etanol e agua + isopropanol respectivamente,
quando comparados as solugfes com auséncia de acido nicotinico. Observa-se que utilizando
as concentracdes 0,03 e 0,06 mol.kg™ de écido nicotinico para os solventes alcodlicos puros e
também para as solucgdes binarias a quantidade de TMA extraida foi aproximadamente igual ou

menor do que na auséncia de acido nicotinico.
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Figura 9 - Concentragdo de antocianinas monomeéricas totais, extraidas das cascas da jabuticaba,
com componentes puros e com solugdes liquidas binérias na presenca de acido
nicotinico nas concentragdes de 0,01, 0,03 e 0,06 mol.kg™
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Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
® 4gua; ® metanol; ® etanol; @ isopropanol; @ 4gua + metanol; ® agua + etanol; ® agua + isopropanol.

Kato et al. (2012), em sistema convencional com etanol 60%, acidificado com &cido
cloridrico, obteve resultado igual a 203,67 mg/100 g para antocianinas encontradas na uva (Vitis
vinifera L.) enquanto no presente trabalho, o resultado obtido na extracdo de antocianinas das
cascas da jabuticaba utilizando &gua + etanol com adic&o de 0,01 mol.kg™ de &cido nicotinico
foi 227,15 mg/100 g, sendo esta comparacdo apenas ilustrativa visto que as matérias primas e
condigdes de extragdo séo diferentes.

O fator determinante nos teores de antocianinas foi a condicdo do pH. No presente
trabalho, os valores de pH nas extracOes realizadas na presenca de &cido nicotinico variaram
entre 3,36 e 4,71. Quanto mais baixo o pH, maior foi a concentragdo de antocianinas,
confirmando a teoria apresentada por Francis (1982) onde € dito que se deve manter o pigmento
na forma H* do cation flavillium. Os menores valores de pH foram obtidos na presenca de acido

citrico, seguido do acido adipico e depois do acido nicotinico.

5.1.5 Espectros de varredura da absorbancia de antocianinas da jabuticaba

A andlise quantitativa de antocianinas, foi estudada pelo método de pH diferencial. O
espectro de absorcdo das antocianinas situa-se na faixa de 520-530 nm. Na Figura 10 sdo
apresentados os espectros de varredura visivel dos solventes que se destacaram na extracao de
TMA possibilitando a melhor visualizagdo dos picos de absorbancia. Cabe destacar que os dados
aqui apresentados estdo em consonancia com outros ja existentes na literatura (COUTO et al.,
1998; RAMOS et al., 2000).
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Figura 10 - Espectros de varredura da absorbancia de antocianinas extraidas das cascas da
jabuticaba, na presenca de acidos organicos
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Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
(a) metanol e &cido citrico; (b) &gua + metanol e &cido citrico (c) agua + metanol e acido adipico; (d) &gua +
metanol e &cido nicotinico;
Concentraces de acido citrico e acido adipico (mol.kg™?): ® 0,0; ® 0,1; ® 0,5; © 1,0;
Concentracdes de acido nicotinico (mol.kg?): ® 0,00; ® 0,01; ® 0,03; @ 0,06;

Conforme a Figura 10(a), utilizando metanol na presenca de &cido citrico o
comprimento de onda de 519 nm proporciona um pico maximo de absorbancia para
antocianinas, sendo a absorbéancia de 0,4501, 1,537, 1,675 e 1,932 respectivamente para as
concentragdes de 0, 0,1, 0,5 e 1,0 mol.kg™ de &cido citrico.

De acordo com a Figura 10(b) utilizando agua + metanol na presenca de &cido citrico o

comprimento de onda de 518 nm promove um pico maximo de absorbancia para antocianinas,
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sendo a absorbancia de 0,713, 1,976, 2,136 e 2,167 respectivamente para as concentragdes de
0,0,1, 0,5 e 1,0 mol.kg™ de &cido citrico.

A Figura 10(c) demonstra o emprego de agua + metanol na presenca de acido adipico,
sendo que o comprimento de onda de 519 nm provocou um pico maximo de absorbancia de
0.713 e 1.121 respectivamente para as concentracdes de 0 e 0,1 mol.kg™ de acido adipico. Para
0,5 mol.kg? de 4cido adipico o pico maximo de absorbéncia foi 1,243 em 520 nm e para
1,0 mol.kg* esse pico maximo de absorbancia foi 1,578 evidenciado em 526 nm.

Segundo a Figura 10(d) onde utilizou-se agua + metanol na presenca de acido nicotinico,
é possivel verificar que o pico maximo de absorbancia foi de 0,713 na auséncia de acido
nicotinico onde o comprimento de onda variou entre 517 nm e 521 nm. Para 0,01 mol.kg™* de
acido nicotinico o pico méaximo de absorbancia foi 0,933 e para 0,06 mol.kg? de &cido
nicotinico o pico maximo de absorbancia foi 0,820 que ficaram entre os comprimentos de onda
518 nm e 520 nm. Para 0,03 mol.kg™ de 4cido nicotinico o pico méaximo de absorbancia foi
0,776 entre os comprimentos de onda 519 nm e 520 nm.

Conforme a concentracdo de &cidos aumenta, consequentemente a concentracao de ion
hidrogénio aumenta e o pH diminui. Quando o valor do pH estd proximo a 4,5 o extrato que
contem antocianinas, se apresenta em condic¢Oes que praticamente ndo apresentam coloracéo,
ou seja, apresentam menor absorc¢do de energia. Por outro lado, quando reduz o pH para valores
préximos a 1,0, os pigmentos antocianicos, exibem coloracdo vermelha intensa, sendo sua
absorbancia maxima (TEIXEIRA et al., 2008).

Como mencionado anteriormente, a mudanca nos maximos de absorcdo se deve as
reacOes de equilibrio que ocorrem com o cétion flavilium, quando se eleva o pH do meio
(BROUILLARD; DELAPORTE, 1977). Essas reacdes levam a uma configuragdo estrutural
das antocianinas em que, conforme se aumenta o pH, ocorre uma diminui¢do do numero de
ligacGes duplas conjugadas, que sdo responsaveis pelo aumento nos maximos de absorcao das
substancias, pela protonacao do cétion flavilium (RAMOS et al., 2000). Com a diminuigdo das
ligacGes duplas conjugadas, os maximos de absorcéo das antocianinas tendem a diminuir, o que
caracterizaria a perda de coloracao.

Os resultados aqui obtidos estédo de acordo com o estudo desenvolvido por Marcgo e
Scarminio (2007), que evidenciaram a formacéo do céation flavilium em pH fortemente acido
(pH = 1,0 e 3,2), e também por Lee et al. (2005), que verificaram a formagéo de carbinol em

solucdo levemente &cida.
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De modo geral é possivel observar que conforme a concentracdo de acidos aumenta,
também aumenta a absorcao de antocianinas, porém ndo sao as maiores concentracdes de acidos

organicos que apresentam as maiores quantidades de TMA.

5.2 REPOLHO ROXO

A seguir sdo apresentados os resultados e suas consideracfes desenvolvidos neste

trabalho com o repolho roxo.

5.2.1 Componentes Puros e soluges liquidas binarias

No presente estudo de acordo com a Figura 11(a), entre os componentes puros utilizados
para extracdo de TMA do repolho roxo a &gua apresentou a maior capacidade de extracao, sendo
159,0% mais efetivo que o metanol, 6510,9% do que o etanol e 6421,6% do que o isopropanol.

Para solucdes liquidas binarias, conforme a Figura 11(b), a solucdo agua + metanol
alcancou a maior concentracdo de TMA no repolho roxo, sendo 5,2% mais efetivo do que agua
+ etanol e 21,9% do que &gua + isopropanol. Fazendo uma comparagao entre os componentes
puros e solucBes liquidas binarias, pode-se observar que utilizando a agua pura como solvente
extraiu-se 21,4% de TMA a mais do que a solucdo liquida binaria 4gua + metanol. O mesmo
ndo acontece para os solventes alcodlicos puros, que quando combinados com a agua foram
mais efetivos na extracdo de TMA. Sendo que a 4gua + metanol foi 113,4% mais eficiente do
que o metanol puro, a solucdo agua + etanol foi 5075,3% mais efetiva do que etanol puro e a
solucdo agua + isopropanol foi 4305,4% mais efetivo do que isopropanol puro.

Sabe-se que compostos fendlicos sdo moléculas polares, portanto a extracao é altamente
pela polaridade. Entre 0os componentes puros, a agua foi mais eficiente que o metanol devido a
maior polaridade (momento dipolar de agua e metanol séo 1,85 e 1,70, respectivamente).

Outra justificativa para o baixo valor de antocianinas extraidas do repolho roxo com
solventes organicos puros pode ser devido a ndo-extracdo de antocianinas hidrofilicas e
diminuicdo da concentracdo de d4gua (CHANDRASEKHAR et al., 2012) bem como a
desidratacdo e colapso das células vegetais e desnaturagdo das proteinas da parede celular,
dificultando a difusdo dos polifendis da planta através do liquido de extracdo (GARCIA-
CASTELLO etal., 2015).
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Figura 11 - Concentracao de antocianinas monomeéricas totais, extraidas do repolho roxo, com
componentes puros e com soluges liquidas binarias
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Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
(a) componentes puros : ® agua; ® metanol; ® etanol; @ isopropanol; (b) solugdes binérias:
® 3gua + metanol; ® agua + etanol; ® 4gua + isopropanol.

Foi relatado que a presenca de pequenas quantidades de agua é necessaria para a
extracdo de antocianinas hidrofilicas (PATIL et al., 2009), o que confirma os resultados acima.
Assim, pode-se concluir que os solventes alcodlicos puros ndo sao preferiveis na extracao de

antocianinas do repolho roxo e quando associados a 4gua apresentam melhores resultados.

5.2.2 Acido citrico

Os resultados na Figura 12 apresentam as concentragdes de TMA, extraidas do repolho
roxo, com componentes puros e com solucdes liquidas binarias na presenca de &cido citrico nas
concentragdes de 0,1, 0,5 e 1,0 mol.kg™. Utilizando a 4gua como solvente, observa-se que na
concentracéo de 0,1 mol.kg™ de 4cido citrico houve um aumento de 2,7% na extracio de TMA
quando comparado a agua na auséncia de acido citrico, ja nas concentracdes de 0,5 e
1,0 mol.kg ! de acido citrico houve um declinio na quantidade de TMA extraida.

Para 0 metanol observa-se um comportamento semelhante onde a concentracdo de
0,1 mol.kg? de &cido citrico se destacou com um aumento de 134,7%, seguido das
concentrages 0,5 e 1,0 mol.kg™ nas quais houve um aumento de 89,3% e 90,2%
respectivamente, quando comparados ao metanol na auséncia de cido citrico. Para os solventes
puros etanol e isopropanol observa-se que conforme a concentracdo de cido citrico aumenta,
aumenta a quantidade de TMA extraida do repolho roxo. Sendo para o etanol este aumento de
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1291,8%, 1652,0% e 2175,3% para 0,1, 0,5 e 1,0 mol.kg* respectivamente e para o isopropanol
este aumento de 29,8%, 381,1% e 787,8% para 0,1, 0,5 e 1,0 mol.kg™ respectivamente, quando

comparados aos solventes na auséncia de acido citrico.

Figura 12 - Concentracao de antocianinas monomericas totais, extraidas do repolho roxo, com
componentes puros e com solucdes liquidas binarias na presenca de &cido citrico
nas concentragdes de 0,1, 0,5 e 1,0 mol.kg™
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Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
® 4gua; ® metanol; @ etanol; © isopropanol; ® 4gua + metanol; ® agua + etanol; ® agua + isopropanol.

Ao utilizar-se as solug@es liquidas binarias, as maiores quantidades de TMA extraidas
foram observadas com adic&o de 0,1 mol.kg™ de &cido citrico gerando um aumento de 30,7%,
30,4% e 39,1% para agua + metanol, 4gua + etanol e agua + isopropanol respectivamente,
quando comparados as solugdes na auséncia de acido citrico. Observa-se que utilizando a
concentracéo de 0,5 mol.kg™ de acido citrico houve um aumento de 10,9% para 4gua + metanol
e 7,1% para &gua + isopropanol quando comparado as soluc¢des na auséncia de acido citrico, ja
a solucio 4gua + etanol para esta concentragio extraiu menos. Utilizando 1,0 mol.kg de 4cido
citrico, as solugdes agua + metanol e agua + isopropanol apresentaram um aumento menor do
que 1% quando comparadas as solugdes na auséncia de &cido citrico, sendo que para a solugéo
agua + etanol a quantidade de antocianinas extraidas foi menor do que na auséncia de acido
citrico.

Como mostrado na Figura 12, a presenca de 0,1 mol.kg™ &cido citrico garantiu maiores
conteudos de TMA extraidos do repolho roxo que pode ser atribuido a capacidade das
antocianinas de formar complexos de metal-antocianina (BOULTON, 2001) atribuindo

estabilidade a molécula.
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No presente trabalho, os valores de pH nas extracOes realizadas na auséncia de &cidos
organicos variaram entre 6,58 e 7,88. Como esperado, a presenca de &cido citrico fez com que
os valores de pH baixassem variando entre 1,74 e 3,43. Assim, graus de dissociacdo,
concentracdes de espécies idnicas e moleculares variaram. Resumidamente, em pH préoximo a
1, o rendimento da extracéo é favorecido visto que o cation flavilico predomina nesta faixa de
pH (CHEN et al., 2013).

Conforme alguns autores (TODARO et al., 2009; MOSIER et al., 2002) relataram em
seus trabalhos as membranas celulares podem ser destruidas com elevadas concentracdes de
acidos organicos, dissolvendo simultaneamente os fendlicos e as antocianinas. O que explica o
decréscimo nos teores de antocianinas com o aumento da concentra¢do de acido organicos
estudados neste trabalho, visto que de modo geral, 0,1 mol.kgt foi a concentragdo que

apresentou os melhores resultados para os trés acidos estudados.

5.2.3 Acido adipico

Os resultados na Figura 13 apresentam as concentracdes de antocianinas monomericas
totais, extraidas do repolho roxo, com componentes puros e com solugdes liquidas binarias na
presenca de &cido adipico nas concentrages de 0,1, 0,5 e 1,0 mol.kg®. Utilizando a 4gua como
solvente, observa-se que com 0 aumento da concentracao de &cido adipico a quantidade de TMA
diminuiu, portanto neste caso a maior concentracdo de TMA foi na auséncia de acido adipico.

Para o metanol observa-se que a concentragdo 0,1 mol.kg™ de 4cido adipico se destacou
com um aumento de 101,8%, seguido das concentracdes 0,5 e 1,0 mol.kg™ nas quais houve um
aumento de 76,8% e 79,8% respectivamente, quando comparados ao metanol na auséncia de
acido adipico. Para o etanol, conforme a concentracdo de acido adipico aumentou houve um
aumento da quantidade de TMA extraida, sendo de 352,1%, 739,7% e 1126,0% respectivamente
para 0,1, 0,5 e 1,0 mol.kg? quando comparados ao etanol na auséncia de acido adipico.
Utilizando isopropanol como solvente a maior quantidade de TMA foi possivel com
1,0 mol.kg ! de &cido adipico, sendo 44,6% mais efetivo do que o isopropanol na auséncia de
acido adipico. A concentragdo 0,1 mol.kg™ de acido adipico extraiu menos TMA do que o
isopropanol na auséncia de acido adipico e 0,5 mol.kg? a mesma quantidade de TMA que o
isopropanol na auséncia de acido adipico.
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Figura 13 - Concentragdo de antocianinas monoméricas totais, extraidas do repolho roxo, com
componentes puros e com solucdes liquidas binarias na presenca de acido adipico
nas concentragdes de 0,1, 0,5 e 1,0 mol kg™
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Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
® 4gua; ® metanol; ® etanol; @ isopropanol; @ agua + metanol; ® agua + etanol; ® agua + isopropanol.

Ao utilizar-se as soluc@es liquidas binarias, as maiores quantidades de antocianinas
extraidas foram observadas na presenca de 0,1 mol.kg™ de acido adipico gerando um aumento
de 36,9%, 36,5% e 31,2% para agua + metanol, agua + etanol e agua + isopropanol
respectivamente, quando comparados as solugdes na auséncia de &cido adipico. Utilizando
0,5 mol.kg* de acido adipico também é possivel observar um aumento quando comparados as
solucdes na auséncia de acido adipico, porém menores, sendo 6,6%, 0,1% e 1,7% para agua +
metanol, agua + etanol e &gua + isopropanol respectivamente. Observa-se que utilizando
1,0 mol.kg™? de acido adipico a quantidade de antocianinas extraidas foi menor do que na
auséncia de &cido adipico para as trés solucdes liquidas binarias estudadas.

No presente trabalho, os valores de pH nas extracdes realizadas com adi¢cdo de acido
adipico variaram entre 2,43 e 4,56. Como descrito anteriormente sabemos que em condi¢fes
acidas, o cation flavilium (cor vermelha) é uma espécie predominante, o que explica a maior
quantidade de TMA extraida do repolho roxo na presenca de acido adipico.

Ao utilizar 0,1 mol.kg™ de acido adipico foi possivel observar o maior teor de TMA
extraidas do repolho roxo quando comparados aos outros experimentos realizados no presente
estudo. Neste contexto, o &cido adipico é mais eficiente do que 0s outros &cidos na extragdo de
TMA e acrescenta propriedades conservantes ao extrato antocianico possivelmente aplicado em
alimentos.
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5.2.4 Acido nicotinico

Os resultados na Figura 14 apresentam as concentracdes de antocianinas monomericas
totais, extraidas do repolho roxo, com componentes puros e com soluc@es liquidas binarias na
presenca de &cido nicotinico nas concentragdes de 0,01, 0,03 e 0,06 mol.kg™. Utilizando a 4gua
como solvente, observa-se que com o aumento da concentracao de &cido nicotinico a quantidade
de TMA sofreu um decréscimo, portanto neste caso a maior concentracdo de TMA foi na
auséncia de &cido nicotinico.

Para 0 metanol observa-se que a concentragdo 0,01 mol.kg? de &cido nicotinico se
destacou com um aumento de 91,2%, seguido das concentragdes 0,03 e 0,06 mol.kg™ nas quais
houve um aumento de 63,4% e 69,4% respectivamente, quando comparados ao metanol na
auséncia de acido nicotinico. Para o etanol, conforme a concentracdo de &cido nicotinico
aumentou houve um aumento da quantidade de TMA extraida, sendo de 353,4%, 443,8% e
578,1% respectivamente para 0,01, 0,03 e 0,06 mol.kg? quando comparados ao etanol na
auséncia de acido nicotinico. Utilizando isopropanol como solvente, as trés concentracdes de
acido nicotinico estudadas neste trabalho extrairam menos TMA do que quando comparadas ao

isopropanol na auséncia de acido nicotinico.

Figura 14 - Concentracdo de antocianinas monomeéricas totais, extraidas do repolho roxo, com
componentes puros e com solugdes liquidas binarias na presenca de &cido nicotinico
nas concentragdes de 0,01, 0,03 e 0,06 mol.kg™
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Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
® 4gua; ® metanol; @ etanol; @ isopropanol; ® agua + metanol; ® agua + etanol; ® &gua + isopropanol.

Ao utilizar-se as solucdes liquidas binarias, as maiores quantidades de TMA extraidas
foram observadas na presenca de 0,01 mol.kg? de &cido nicotinico gerando um aumento de
35,0%, 23,3% e 30,6% para agua + metanol, 4gua + etanol e agua + isopropanol
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respectivamente, quando comparados as solu¢Bes na auséncia de &cido nicotinico. Utilizando
0,03 e 0,06 mol.kg? de &cido nicotinico também é possivel observar um aumento quando
comparados as solugdes na auséncia de acido nicotinico, porém menores.

No presente trabalho, os valores de pH nas extracGes realizadas na presenca de acido
nicotinico variaram entre 3,34 e 4,30. E possivel observar que a presenca 0,01 mol.kg* de acido
nicotinico favoreceu a extracdo de TMA, visto que os valores de pH foram menores do que na
auséncia de &cidos, e que o cation flavilium predomina em meios acidos.

O é&cido tende a estabilizar as antocianinas, mas também pode mudar a forma nativa do
pigmento no tecido pela quebra das associacbes com metais, co-pigmento e/ou outros
compostos (RODRIGUEZ-SAONA; WROLSTAD, 2001). O que pode explicar o que acontece
quando aumenta-se muito a concentracdo de acidos, como € possivel observar na maioria dos
casos, onde a menor concentracdo de acido utilizada apresentou-se mais eficiente na extracdo
de TMA.

5.2.5 Espectros de varredura da absorbancia de antocianinas do repolho roxo

Segundo Terci (2004), o espectro de absorcdo eletrbnica das antocianinas €
caracterizado por duas bandas separadas, uma na regido do visivel (465 nm a 550 nm) e outra
na regido do ultravioleta (270 nm a 280 nm).

No espectro demonstrado pela Figura 15, esta representado a leitura em
espectrofotdmetro das melhores condigdes de extragdo de TMA em repolho roxo, confirmando
a maior absorbancia em 524 nm, sendo que a faixa avaliada foi de 325 a 1100 nm.

Conforme a Figura 15(a), utilizando agua na auséncia de &cido citrico o pico maximo
de absorbancia para antocianinas foi observado entre os comprimentos de onda de 549 e
551 nm. Para 0,1 mol.kg™ de 4cido citrico o pico méximo de absorbancia para antocianinas foi
observado entre 0s comprimentos de onda de 525 e 526 nm sendo a absorbancia de 2,604. Para
as concentragdes de 0,5 e 1,0 mol.kg™ observou-se o pico maximo de absorbancia entre 523 e
524 nm, sendo a absorbancia de 2,890 e 2,931, respectivamente.

De acordo com a Figura 15(b) utilizando agua + metanol na auséncia de acido citrico os
comprimentos de onda de 548 e 549 nm promovem um pico maximo de absorbancia para
antocianinas, sendo a absorbancia de 0,208. Para 0,1 mol.kg™ de &cido citrico o pico maximo
de absorbancia para antocianinas foi observado entre os comprimentos de onda de 530 e 531 nm

sendo a absorbancia de 1,809. Para as concentracdes de 0,5 e 1,0 mol.kg™ observou-se o pico
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maximo de absorbancia de 527 nm e 526 nm, sendo a absorbancia de 2,544 e 2,714,

respectivamente.

Figura 15 - Espectros de varredura da absorbancia de antocianinas extraidas do repolho roxo,
na presenca de acidos organicos
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Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
(a) 4gua e &cido citrico; (b) 4gua + metanol e &cido citrico (c) &gua + metanol e &cido adipico; (d) agua + metanol
e 4cido nicotinico;
Concentragdes de acido citrico e acido adipico (mol.kg™): ® 0,0; ® 0,1; ® 0,5; © 1,0;
Concentracdes de acido nicotinico (mol.kg?): @ 0,00; ® 0,01; @ 0,03; = 0,06;

A Figura 15(c) demonstra o emprego de dgua + metanol e acido adipico, sendo que o
comprimento de onda de 549 nm provocou um pico maximo de absorbancia de 0.208 na
auséncia de &cido adipico. Para 0,1 mol.kg™ de acido adipico o pico maximo de absorbancia

foi 0,708 entre 535 e 537 nm. Para 0,5 mol.kg* de acido adipico o pico maximo de absorbancia
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foi 1,154 entre 531 e 533 nm e para 1,0 mol.kg™ esse pico maximo de absorbancia foi 1,451
evidenciado entre 530 e 531 nm.

Segundo a Figura 15(d) onde utilizou-se agua + metanol e &cido nicotinico, é possivel
verificar que o pico maximo de absorbancia foi de 0,208 na auséncia de acido nicotinico onde
o comprimento de onda variou entre 548 e 549 nm. Para 0,01 mol.kg™? de acido nicotinico o
pico maximo de absorbéancia foi 0,409 onde o comprimento de onda variou entre 541 e 545 nm.
Para 0,03 mol.kg* de &cido nicotinico o pico maximo de absorbancia foi 0,431 no comprimento
de onda 539 nm e para 0,06 mol.kg™* de &cido nicotinico o pico maximo de absorbancia foi
0,563 que ficou entre os comprimentos de onda 535 e 537 nm.

Neste estudo, os espectros obtidos em espectrofotometro tém fins apenas de demonstrar
0s picos de absorbancia maxima de antocianinas, em extratos aquosos e/ou alcoolicos, em cada
condicdo extrativa. Favaro (2008), testou a quantificacao direta de antocianinas individuais a
partir de medidas de absorbancia em UV-VIS, obtendo indicagdes sobre as estruturas das
antocianinas, através de padres comerciais.

A diferenca nas bandas de absorcdo maxima indica a presenca de diferentes formas
estruturais de antocianina em diferentes valores de pH (GIUSTI; WORLSTAD, 2001). De
modo geral é possivel observar que conforme a concentracdo de &cidos aumenta,
consequentemente aumenta a concentracao de ion hidrogénio e o pH diminui ocasionando uma

maior absor¢do de antocianinas.

5.3 JABUTICABA X REPOLHO ROXO

Os resultados na Figura 16, indicam a concentracdo de antocianinas monomeéricas totais
extraidas com componentes puros e com solucdes liquidas binarias, das cascas da jabuticaba e
do repolho roxo onde é possivel observar as diferentes quantidades de TMA extraidas para as
duas matrizes estudadas utilizando as mesmas solu¢ées como solventes.

Utilizando agua como solvente foi possivel extrair 343,57% TMA a mais do repolho
roxo do que das cascas da jabuticaba, para as solugdes liquidas binarias 0 mesmo pode ser
observado, sendo que foi extraido 35,39%, 56,31% e 130,06% a mais do repolho roxo do que
das cascas da jabuticaba, respectivamente para dgua + metanol, dgua + etanol e &gua +
isopropanol.

Para os solventes alcodlicos puros a maior concentracdo de TMA foi obtida das cascas
da jabuticaba, sendo extraido 30,76%, 1002,74% e 214,86% a mais do que o repolho roxo,

respectivamente para o metanol, etanol e isopropanol.
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Figura 16 - Concentracdo de TMA extraidas com componentes puros e com solucdes liquidas
binérias, extraidas das cascas da jabuticaba e do repolho roxo
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Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
(a) jabuticaba; (b) repolho roxo; ® agua; ® metanol; @ etanol; © isopropanol; ® agua + metanol;
© agua + etanol; @ &gua + isopropanol.

Para a jabuticaba a solugcdo dgua + metanol obteve a maior concentracdo de TMA, ja
para o repolho roxo, a 4gua se destacou com a maior concentragio de TMA. E possivel observar
a maior concentracdo de TMA extraida do repolho roxo quando comparado as cascas da
jabuticaba.

As comparagOes feitas neste item, sdo apenas ilustrativas visto que na extracdo de
antocianinas, existem muitas variaveis e que nao atuam isoladamente. O efeito de cada variavel
deve ser avaliado em conjunto, considerando todas as condi¢des e principalmente a fonte de
antocianinas, uma vez que a facilidade de extracdo ndo é a mesma para as diferentes matrizes

vegetais.
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6 CONCLUSAO

Avaliando os resultados obtidos para os procedimentos de extracdo, conclui-se que foi
possivel determinar uma concentragdo de acidos organicos e uma combinacdo Otima de
solventes onde obteve-se uma maior quantidade total de antocianinas monoméricas a partir das
cascas da jabuticaba (Myrciaria cauliflora) e das folhas do repolho roxo (Brassica oleracea).

A solucdo para extrair antocianinas das cascas da jabuticaba com melhor agédo foi agua
+ metanol na presenca de 0,1 mol.kg™ de 4cido citrico (36,40 mg.L™) e para o repolho roxo a
solugo agua + metanol na presenca de 0,1 mol.kg™ de 4cido adipico se mostrou mais eficiente
(56,80 mg.L™Y).

Para a extracdo de antocianinas das cascas da jabuticaba utilizando agua + etanol na
presenca de 0,1 mol.kg de &cido citrico obteve-se 32,60 mg.L* de TMA e para o repolho roxo,
utilizando agua + etanol na presenca de 0,1 mol.kg™ de acido adipico obteve-se 53,82 mg.L*
de TMA. Levando em consideracdo a toxidade do metanol, a utilizacdo de &gua + etanol
associada a acidos organicos na extracdo de antocianinas mostrou-se habil, sendo possivel seu
uso para fins alimenticios.

A utilizacdo de &cidos organicos como coadjuvantes na extracdo de antocianinas
provou-se eficiente, obtendo maiores concentracdes de TMA e acrescentando caracteristicas
importantes para alimentos.

Tendo em vista a perspectiva de aplicacdo dos extratos antocianicos na industria de
alimentos, sugere-se a realizacao de estudos futuros afim da purificacdo dos extratos, bem como
a influéncia de diversas variaveis que atuam na estabilidade das antocianinas. Conhecendo os
beneficios dos compostos antioxidantes seria interessante avaliar a atividade antioxidante dos

extratos antocianicos obtidos.
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APENDICES

APENDICE A - QUANTIDADE DE TMA EXTRAIDAS DAS CASCAS DA
JABUTICABA (mg.L™)

Solvente Acido citrico (mol.kg?)
0,0 0,1 0,5 1,0

Agua 11,36 14,92 19,65 22,26
Metanol 25,42 32,76 25,51 23,38
Etanol 8,40 11,51 9,21 7,99
Isopropanol 2,43 13,75 2,47 2,76
agua + Metanol 30,64 36,40 29,84 27,43
agua + Etanol 25,23 32,06 26,46 23,58
agua + Isopropanol 14,79 19,65 16,86 15,07

Acido Adipico (mol.kg?)
Agua 11,36 14,62 14,55 14,64
Metanol 25,42 31,30 23,38 23,17
Etanol 8,40 10,24 7,82 8,01
Isopropanol 2,43 2,98 2,17 2,10
agua + Metanol 30,64 34,55 27,20 27,15
agua + Etanol 25,23 30,34 22,37 21,76
4gua + Isopropanol 14,79 17,74 11,71 11,41

Acido Nicotinico (mol.kg™)

0,00 0,01 0,03 0,06
Agua 11,36 12,50 12,00 11,56
Metanol 25,42 32,41 25,95 25,19
Etanol 8,40 10,54 7,94 7,25
Isopropanol 2,43 2,63 2,43 2,06
agua + Metanol 30,64 35,83 30,56 31,50
agua + Etanol 25,23 29,87 24,88 25,50
agua + Isopropanol 14,79 18,47 14,73 15,06

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.



APENDICE B - QUANTIDADE DE TMA EXTRAIDAS DO REPOLHO ROXO

(mg.L-%)
Solvente Acido citrico (mol.kg?)
0,0 0,1 0,5 1,0

Agua 50,37 51,72 42,35 45,41
Metanol 19,44 45,63 36,81 36,99
Etanol 0,76 10,60 13,35 17,34
Isopropanol 0,77 1,00 3,72 6,86
agua + Metanol 41,49 54,29 46,02 41,64
agua + Etanol 39,43 51,41 39,11 34,49
agua + Isopropanol 34,02 47,33 36,43 34,06

Acido Adipico (mol.kg?)
Agua 50,37 48,91 41,70 43,83
Metanol 19,44 39,23 34,37 34,96
Etanol 0,76 3,44 6,40 9,34
Isopropanol 0,77 0,25 0,77 1,12
agua + Metanol 41,49 56,80 44,24 37,37
agua + Etanol 39,43 53,82 39,47 37,03
agua + Isopropanol 34,02 44,65 34,61 32,06

Acido Nicotinico (mol.kg™)

0,00 0,01 0,03 0,06
Agua 50,37 49,87 43,53 41,99
Metanol 19,44 37,19 31,78 32,94
Etanol 0,76 3,45 4,14 5,17
Isopropanol 0,77 0,54 0,30 0,42
agua + Metanol 41,49 55,99 44,84 43,95
agua + Etanol 39,43 48,60 41,27 42,10
agua + Isopropanol 34,02 44,45 37,56 37,33

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
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APENDICE C - VALORES DE pH

CASCAS DA JABUTICABA

&cido citrico acido adipico &cido nicotinico

Solventes (mol.kg™) (mol.kg™) (mol.kg™)
00 01 05 10 01 05 10 0,01 0,03 0,06
agua 780 215 1,77 166 298 285 291 340 341 3,36
metanol 7,70 229 2,02 186 324 2,70 237 363 361 356
etanol 783 298 265 216 441 356 339 429 395 3,86
isopropanol 6,90 2,88 221 225 481 396 394 471 355 3,59
agua + metanol 753 271 228 203 342 298 270 358 352 357
agua + etanol 822 301 250 216 398 346 310 418 3,83 3,62
agua + isopropanol 7,44 313 224 195 444 368 343 426 3,95 3,80

REPOLHO ROXO
acido citrico acido adipico acido nicotinico

Solventes (mol.kg™?) (mol.kg?) (mol.kg?)
o0 01 05 10 01 05 10 0,01 0,03 0,06
agua 724 220 187 1,74 265 256 269 361 336 334
metanol 7,79 225 193 185 334 272 243 390 3,70 3,60
etanol 788 294 251 235 456 3,78 357 4,06 380 3,60
isopropanol 6,58 343 294 2,73 438 4,10 4,09 430 420 3,98
agua + metanol 7,00 297 238 211 361 295 2,79 361 351 347
agua + etanol 766 302 252 222 400 330 306 412 379 3,67
agua + isopropanol 781 332 258 230 450 3,86 3,58 4,13 4,04 392

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
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